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Povzetek 
 
Rakave celice se zaradi mutacij genov, ki regulirajo celično rast in celično smrt, prekomerno 
razmnožujejo, pri čemer porabljajo več energije kot zdrave celice, to pa se izraža kot 
povečana stopnja metabolizma celice. Energijo pridobivajo s procesom razgradnje glukoze, 
imenovanim glikoliza. V primeru ko so rakave celice v bližini krvnih žil imajo dostop do 
molekularnega kisika, kar jim omogoča izvajanje proces aerobne glikolize. Rakavo tkivo se 
zaradi prekomernega deljenja rakavih celic poveča in zaradi oddaljenosti od žil številne 
rakave celice nimajo dostopa do kisika, kar privede do anaerobne glikolize. Odpadni produkt 
tega proces je mlečna kislina, ki se kopiči v tkivu in znižuje pH. 
Ker se v praksi določena rakava obolenja zdravi z elektrokemoterapijo, kjer gre za lokalni 
vnos zdravil v rakava tkiva z uporabo elektroporacije, smo v diplomskem delu raziskovali 
vpliv znižanega pH medija na preživetje ter elektroporacijo rakavih celic B16F1 in vitro. 
Mediju smo spreminjali pH z dodajanjem ocetne kisline in izvedli preizkuse preživetja celic v 
medijih s pH 8,1 (običajen medij brez ocetne kisline), 7,45, 6,87, 6,47, 5,95 in 5,33. Celice so 
bile tem medijem izpostavljene 24 ur. Izkazalo se ja, da so mediji s pH manjšim od 6 
neugodni za celično preživetje. V nadaljevanju smo raziskovali kakšen vpliv ima kisel medij 
(pH 6,72) na elektroporacijo in okrevanje celice. Elektroporacijo smo izvajali z 8 
pravokotnimi napetostnimi pulzi (180 V (120 V/mm), 270 V (180 V/mm), 360 V (240 V/mm) 
in 450 V (300 V/mm)), dolžine 100 µs in frekvenco 1 Hz. Izvedli smo 4 kombinacije 
eksperimentov, kjer smo celice elektroporirali v običajnem ali kislem mediju, ter jih za 10 
minut pustili v običajnem ali kislem mediju, kjer so okrevale. Po 24 urah smo izvedli test 
preživetja. Rezultati eksperimentov so pokazali, da kisel medij ugodno vpliva na proces 
elektroporacije in okrevanja, saj dosežemo enak delež živih celic pri elektroporaciji z višjimi 
napetostmi kot pri uporabi običajnega medija. Z enakimi kombinacijami medijev smo 
preverili vnos propidijevega jodida v celice med elektroporacijo in v obdobju okrevanja. 
Prisotnost propidijevega jodida smo določili s pretočno citometrijo. Če uporabimo za 
elektroporacijo in okrevanje celic kisel medij, potrebujemo višje napetosti, da dosežemo enak 
delež celic s propidijevim jodidom, kot pri uporabi običajnega medija. 
 
Ključne besede: elektroporacija, rakave celice, B16F1, pH, kisel celični medij, celično 
preživetje, pretočna citometrija 
  
Abstract 
Cells can become cancerous because of multiple gene mutations that regulate cellular 
proliferation and cellular death. Their excessive growth demands higher energy uptake when 
compared to healthy cells, this means that their metabolic rate is higher. The required energy 
comes from glycolysis, the metabolic pathway that converts glucose to pyruvate, in the form 
of ATP. Cancerous cells, that are in the vicinity of blood vessels, have access to molecular 
oxygen, which means that they can use the process of aerobic glycolysis. As cancerous tissue 
grows some of the cells lose the access to molecular oxygen, since the distance for oxygen 
diffusion becomes too big. That leads to anaerobic glycolysis, the process responsible for 
production of lactic acid, which in turn lowers the pH of the tissue. 
In practice some cancers can be treated with electrochemotherapy, that allows local delivery 
of drugs into the cancerous tissue with electroporation. In this thesis we tested the effect of 
cell medium, with lowered pH, on the electroporation of cancer cells B16F1 in vitro. We 
changed the mediums pH by adding acetic acid and tested cell viability in mediums with pH 
8,1 (normal medium without acetic acid), 7,45, 6,87, 6,47, 5,95, 5,33. Cells were exposed to 
these mediums for 24 hours. As we expected the cell viability was lower in mediums with 
lower pH. In the following experiments we tested the effect of an acidic medium (pH 6,72) on 
cell electroporation and cell recovery. We used the following parameters for electroporation: 
8 voltage pulses (180 V (120 V/mm), 270 V (180 V/mm), 360 V (240 V/mm) and 450 V (300 
V/mm)), with length of 100 µs and frequency of repetition 1 Hz. We carried out 4 
combinations of experiments, where we electroporated cells in normal or acidic medium and 
let them recover for 10 minutes in normal or acidic medium. 24 hours after this process we 
tested the cell viability. The results showed that electroporation and recovery in acidic 
medium increases the cell viability compared to electroporation and recovery in normal 
medium. We have also done tests with transporting  the propidium iodine into cells with 
electroporation, where electroporation and recovery period were done in the same 
combinations of mediums as in the previous experiments. We measured the presence of 
propidium iodine with flow cytometry. As was expected, the results showed that we need 
higher voltages for electroporation while in acidic medium, to get the same propidium iodine 
uptake as in normal medium. 
 
Key words: electroporation, cancer cells, B16F1, pH, acidic cell medium, cell viability, flow 
cytometry
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1 Uvod 
 
1.1 Celica 
Celica je najmanjši osnovni gradnik živega sveta. Celice gradijo kompleksne mnogoceličarje 
ali pa predstavljajo zaključeno celoto kot enocelični organizmi. Na osnovi zgradbe celice 
delimo na evkariote in prokariote. Bistvena razlika je v tem kje hranijo dedni material v obliki 
molekule DNA. Pri evkariotih se DNA nahaja v celičnem jedru, to je z membrano obdan 
prostor, ki ločuje DNA od preostale notranjosti celice oziroma protoplazme. Prokariotske 
celice ne vsebujejo celičnega jedra, ampak DNA prosto plava po njeni notranjosti. 
Med evkariote spadajo rastline, živali in glive, k prokariotom pa uvrščamo bakterije in arheje. 
Prokarioti tako na vzven predstavljajo preprostejše enocelične organizme, ki lahko uspevajo 
kot posamezniki ali pa se združujejo v kolonije. Potrebno je poudariti, da se predstavniki 
prokariotov nahajajo tudi v višje razvitih organizmih. Primer je eritrocit ali rdeča krvnička, ki 
je prisoten v krvi vseh vretenčarjev. 
Celično jedro je le ena izmed ločenih struktur protoplazme evkariotskih celic. Te strukture 
imenujemo organeli. Ker membrano celičnega jedra gradita dve plasti lipidov govorimo o 
dvomembranskem organelu, kamor spada tudi  kloroplast in mitohondrij. Poznamo tudi 
enomembranske organele, katerih strukturo gradi ena plast lipidov, med njih spadajo 
endoplazmatski retikulum, golgijev aparat in vakuola. Poleg membranskih organelov 
obstajajo tudi nitasti (npr. bički, migetalke) in zrnati (ribosomi) organeli, pravimo jim 
nemembranski organeli, saj gre v njihovem primeru za proteinske makromolekulske strukture. 
Vse celice so od zunanjega sveta ločene s celično membrano. Glivam, rastlinam in večini 
prokariotov pa dodatno oporo in zaščito nudi še celična stena, zgrajena iz kompleksnih 
polisaharidov, nahaja pa se na zunanji strani celične membrane [1,2]. 
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1.2 Celična membrana 
Tako pri evkariotskih kot prokariotskih celicah je celična membrana sestavljena iz dveh plasti 
lipidnih molekul, njena debelina znaša približno 5 nm. V celični membrani, imenovani tudi 
plazmalema, se poleg lipidnega dvosloja nahajajo tudi proteini (slika 1). Celična membrana 
služi kot meja med protoplazmo celice in okolico ter omogoča selektivno prepustnost 
določenih snovi. 
 
Slika 1: Del celične membrane. Slika povzeta iz [2]. 
Podobno vlogo imajo tudi membrane organelov, vendar v tem primeru membrana ločuje 
notranjost organela in protoplazmo. Podobnost velja le pri dvomembranskih organelih, saj so 
tako kot celična membrana sestavljeni iz lipidnega dvosloja [1,2]. 
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1.3 Lipidni dvosloj 
Lipidni dvosloj je osnovna struktura celične membrane. Sestavljen je iz dveh plasti lipidnih 
molekul. V živalskih celicah lipidi predstavljajo 50% mase celične membrane. V eni plasti 
lipidnih molekul velikosti 1 µm x 1 µm se nahaja približno 5*106 lipidnih molekul [1]. 
Lipidi so amfifilne molekule, kar pomeni da je molekula sestavljena iz hidrofilnega in 
hidrofobnega dela. Pravimo, da imajo hidrofilno glavo, ki privlači molekule vode, in 
hidrofobna repa, ki vodne molekule odbijajo. Primer lipidne molekule je prikazan na sliki 2. 
 
Slika 2: Različne reprezentacije fosfolipida. (A) Shematski prikaz skupin. (B) Strukturna formula molekule, s katere je 
razvidna cis-dvojna vez. (C) Kalotni model molekule. (D) Poenostavljen prikaz lipidne molekule. Slika povzeta iz [2]. 
 
Najpogostejši lipidi v celičnih membranah so fosfolipidi, ki jih po strukturi ločimo na 
glicerofosfolipide (slika 2) in sfingofosfolipide (slika 3). 
Pri glicerofosfolipidih sta hidrofobna repa maščobni kislini, ki vsebujeta od 14 do 24 
ogljikovih atomov in sta preko estrtske vezi vezana na glicerol. Na glicerol je preko fosfatne 
skupine vezan še alkohol, običajno holin, serin ali etanolamin.  
Pri sfingofosfolipidih je glicerol nadomeščen s sfingozinom (slika 3-B), ki je od glicerola 
daljša molekula in v sfingofosfolipidih predstavlja en rep lipida, drugi rep pa sestavlja 
maščobna kislina. Fosfatna skupina, na katero je vezan alkohol, je pri sfingofosfolipidih 
vezana na sfingozin. 
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Lipidi se v vodi zaradi lastnosti amfifilnosti združujejo v spontane tvorbe, hidrofilne glave 
ostanejo izpostavljene molekulam vode, hidrofobni repi pa se obrnejo v notranjost nastale 
tvorbe. Na obliko nastale tvorbe vpliva vrsta lipida kot je razvidno s slike 4. Če ima lipid 
nerazcepljene repe, ki so sestavljeni iz nasičenih maščobnih kislin, bo nastala kroglasta tvorba 
imenovana micela, zgrajena iz ene plasti lipidov. V primeru, da so lipidni repi razcepljeni, 
sestavljeni iz nenasičenih maščobnih kislin, pa bo to vodilo v nastanek ploskovnega lipidnega 
dvosloja. Tak dvosloj formira zaprt mehurček, saj se tako lipidni repi izognejo kontaktu z 
molekulami vode. Tovrstno izogibanje vodnim molekulam omogoča celični membrani 
samopopravljanje poškodb. Ob kontaktu vodnih molekul z hidrofobnimi repi se lipidi 
spontano preuredijo in zaprejo dele celične membrane kjer so vodne molekule prišle do repov. 
Zaradi te dinamika lipidnih molekul je membranska struktura fluidna. Lipidi se lahko dokaj 
svobodno premikajo po plasti dvosloja, temu pojavu pravimo lateralno gibanje. Prav tako  se 
lipidne molekule premikajo med plastema lipidnega dvosloja, vendar so takšni primeri redki. 
Slika 3: Primer sfingolipida (A) sfingomielin. (B) Sfingozin ki v sfingolipidih nadomešča glicerol. Slika 
povzeta iz [2]. 
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Fluidnost je odvisna od vrste in količine lipidov, saj nenasičene maščobne kisline prispevajo k 
večji fluidnosti, nasičene pa k togosti. Prav tako ima na fluidnost vpliv tudi temperatura. 
Poleg fosfolipidov se v celični membrani nahajajo tudi glikolipidi in holesterol. Slednji spada 
v skupino sterolov, ima enojni hidrofobni rep, hidrofilno glavo zgrajeno iz hidroksilne 
skupine, oba dela pa povezuje struktura steroidnih obročev. Molekula holesterola je od ostalih 
lipidov manjša, precej bolj toga in z vgrajevanjem v dvosloj zmanjša fluidnost membrane. 
Glikolipidi so po strukturi podobni sfingolipidom, vendar fosfatno skupino nadomešča en ali 
več sladkorjev. Ta vrsta lipidov se običajno nahaja v zunanji plasti dvosloja. Služijo kot 
zaščita celicam pred nizkim pH, razgrajevalnimi encimi, njihova prisotnost spremeni 
električno polje membrane in vplivajo na koncentracijo Ca2+ ionov v njihovi okolici [1,2]. 
  
Slika 4: (A) Vpliv oblike lipida na najbolj energetsko ugodno razporeditev v vodnem okolju. (B) Ilustracija micele in 
lipidnega dvosloja. (C) Tvorjenje mehurčka iz lipidnega dvosloja. Slika povzeta iz [1]. 
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1.4 Membranski proteini 
Membranski proteini opravljajo večino membranskih funkcij in določajo karakteristike 
različnih celičnih membran. Proteini so od lipidov precej večje molekule in jih je posledično v 
membrani manj. Predstavljajo preostalih 50% mase membrane v povprečni živalski celici, kar 
pomeni, da se v celični membrani na vsakih 50 lipidnih molekul nahaja en protein [2]. 
Proteine delimo glede na vrgajevanje v celično membrano. Transmembranski proteini segajo 
skozi celotno membrano in so tako kot lipidi amfifilni. Njihov osrednji del je hidrofoben in se 
povezuje s hidrofobnimi repi lipidov, hidrofilni del pa sega iz membrane (slika 5-A). 
Transmembranski proteini imajo lahko več hidrofobnih in hidrofilnih delov, kar pomeni da 
membrano prečkajo večkrat (slike 5-B in C). Nekateri membranski proteini se v celoti 
nahajajo v citosolu in so pritrjeni na lipidni dvosloj z alfa-vijačnico (slike 5-D), ali pa z enim 
ali več ogljikovodikovimi repi (slike 5-E). Poznamo tudi proteine, ki se nahajajo le na zunanji 
strani celične membrane in so na njo pritrjeni z oligosahardinimi molekulami (slika 5-F). Prav 
tako se določeni proteini lahko vežejo na transmembranske proteine kot je razvidno s slike 5-
G in H. 
 
 
Slika 5: (A, B, C) Transmembranski proteini. (D) Membranski protein z alfa-vijačnico. (E) Membranski protein z 
ogljikovodikovim repom. (F) Membranski protein pritrjen z oligosaharidnimi molekulami. (G, H) Protein vezan na 
transmembranski protein. Slika povzeta iz [2]. 
Membranske proteine delimo tudi glede na njihovo funkcijo. Razdelimo jih v štiri skupine. 
Nekateri katalizirajo kemične reakcije, pravimo jim encimi, s svojim delovanjem uravnavajo 
hitrost in smer kemičnih reakcij, pri tem pa se sami ne porabljajo. Prav tako proteini gradijo 
citoskelet, ki ohranja obliko celice. Določeni proteini sprožijo odziv celice glede na prisotnost 
ustreznih hormonov, nevtrotransmiterjev ali antigenov, tem proteinom pravimo receptorji. 
Zadnja skupina membranskih proteinov pa sodeluje pri transportu molekul skozi celično 
membrano, delimo jih na dve podskupini, proteinske kanale in proteinske črpalke. 
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Proteinski kanali ustvarijo hidrofilne pore skozi katere zaradi elektrokemijskega gradienta 
prehajajo določeni ioni ali molekule. Proteinske črpalke pa za prenos skozi membrano 
potrebujejo energijo v obliki molekul ATP in s spremembo svoje konfiguracije prenašajo 
snovi v smeri naraščanja elektrokemijskega gradienta [2]. 
 
1.5 Transport snovi 
Hidrofoben značaj notranjosti lipidnega dvosloja celične membrane onemogoča prosto 
prehajanje polarnih molekul. Kar omogoča celici, da lahko vzdržuje razliko v koncentraciji 
snovi med citoplazmo in zunanjostjo, vendar za to potrebuje mehanizme za vnos in izločanje 
vodotopnih snovi. Za transport manjših molekul in ionov skrbijo proteinske črpalke in 
proteinski kanali. Vsak protein skrbi za transport točno določene molekule oziroma iona. 
Govorimo lahko o pasivnem in aktivnem transportu. Pri pasivnem transportu gre za 
prehajanje v smeri elektrokemijskega gradienta oziroma v smeri koncentracijskega gradienta, 
če govorimo o električno nevtralnih molekulah. Aktivni transport za delovanje porablja 
energijo in deluje v nasprotni smeri eletrokemijskega gradienta. 
Proteinske črpalke omogočajo aktivni in pasivni transport. Primer pasivnega transporta 
črpalke je prikazan na sliki 6.  
 
 
Slika 6: Pasivni transport proteinske črpalke. Slika povzeta iz [2]. 
Protein v tem primeru naključno spreminja konformacije ne glede na to ali je nanj vezana 
snov. Zaradi večje koncentracije snovi zunaj celice bo verjetnost vezave na protein večja in 
transport bo potekal v smeri koncentracijskega gradienta oziroma v smeri elektrokemijskega 
gradienta, če gre za snov z nabojem. Ker gre tu za transport ene molekule tak prenos 
imenujemo uniport (slika 8-A). 
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V primeru ko želimo izvajati transport v nasprotni smeri koncentracijskega ali 
elektrokemijskega gradienta pa potrebujemo proteinsko črpalko ki izvaja aktivni transport in 
za to porablja energijo. Na sliki 7 so prikazani trije glavni načini aktivnega transporta.  
 
 
Slika 7: Aktivni transport proteinskih črpalk. (A) Sklopljen transport, (B) ATP črpalka, (C) svetlobno krmiljena črpalka. Slika 
povzeta iz [2]. 
Sklopljen transport za prenos snovi uporablja energijo shranjeno v koncentracijskem ali 
elektrokemijskem gradientu ene snovi in s tem prenaša drugo snov v nasprotni smeri njenega 
gradienta (slika 7-A), glede na vir energije spada ta proces pod sekundardni aktivni transport. 
Ker gre za prenos dveh različnih molekul v različne smeri imenujemo ta prenos antiport (slika 
8-C). Primarni aktivni transport izvajajo črpalke, ki za prenos snovi uporabljajo energijo 
shranjeno v molekulah ATP. Imenujemo jih ATP črpalke oziroma ATPaze, ker gre za encime, 
ki hidrolizirajo molekulo ATP v ADP ter fosfat (slika 7-B). Tretji vir energije, ki ga določene 
črpalke uporabljajo pa je svetloba (slika 7-D). Te črpalke se pojavljajo v bakterijah, arhejah, 
mitohondrijihi in kloroplasteh rastlinskih celic. 
Poleg uniportnega in antiportnega prenosa poznamo še simportni prenos, ki spada k 
sklopljenemu transportu, gre za prenos dveh različni snovi v isto smer (slike 8-B). 
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Slika 8: Delitev proteinskih črpalk glede na smer prenosa snovi. (A) Uniport: Prenos snovi v eno smer. (B) Simport: Prenos 
dveh snovi v isti smeri. (C) Antiport: Prenos dveh snovi v različne smeri. Slika povzeta iz [2]. 
Proteinski kanali v membrani ustvarjajo hidrofilne pore in so z razliko od proteinskih črpalk 
sposobni izvajati le pasivni transport snovi. Največjo skupino kanalov predstavljajo ionski 
kanali, ki s selektivnimi porami povezujejo citoplazmo in zunajcelično tekočino. Transport 
ionov čez takšne kanale je veliko hitrejši kot s proteinskimi črpalkami, preide lahko tudi do 
100 milijonov ionov na sekundo, to pa je za razred 105 več kot pri transportu s črpalkami. 
Nekateri ionski kanali so sposobni uravnavati pretok snovi z odpiranjem in zapiranjem kanala, 
na to lahko vpliva sprememba membranske napetosti (napetostno krmiljeni kanali), vezava 
liganda (ligandsko krmiljeni kanali) ali sprememba tlaka (mehansko krmiljeni kanali). 
Proteinski kanali in črpalke izvajajo transport manjših molekul in ionov, transport večjih 
molekul pa poteka preko mehanizma imenovanega endocitoza. Ob stiku molekule z 
membrano pride do uvihanja membrane. Ko je molekula ovita z membrano se tvori mehurček 
oziroma vezikel, ki po citoplazmi potuje do ciljnega organela. Podobno deluje proces 
eksocitoze, v tem primeru pa gre za izločanje snovi iz celice, pri čemer se vezikel tvori na 
membrani golgijevega aparata [2]. 
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1.6 Mirovalna membranska napetost 
Zaradi različne koncentracije ionov, predvsem Na+ in K+, v citoplazmi in zunajceličnem 
prostoru, nastane med notranjostjo in zunanjostjo celične membrane razlika v električnem 
potencialu. Za to so odgovorne Na+-K+ črpalke in trajno prepustni K+ kanali, ki skrbijo da je v 
citoplazmi majhen primankljaj pozitivnih ionov. Na+-K+ črpalka v enem ciklu prečrpa tri ione 
Na+ iz celice in dva K+ iona v celico. S tem povečuje koncentracijo K+ ionov v celici, trajno 
odprti K+ kanali pa tem ionom omogočajo da zaradi koncentracijskega gradienta iz celice spet 
izstopijo, kar še dodatno povečuje razliko v električnem potencialu na membrani. Odtekanje 
K+ ionov se upočasnjuje ker si elektrokemični in koncentracijski gradient nasprotujeta, ko pa 
se ustavi, je vzpostavljeno ravnotežno stanje. Napetosti na membrani ob vzpostavitvi 
ravnotežnega stanja pravimo mirovalna napetost. Določa jo Goldmanova enačba (1.7.1): 
 
𝑈𝑚𝑖𝑟𝑜𝑣𝑎𝑙𝑛𝑎 =
𝑅𝑇∗𝑇
𝐹
ln (
𝑞∗[𝑁𝑎+]𝑒+[𝐾
+]𝑒
𝑞∗[𝑁𝑎+]𝑖+[𝐾
+]𝑖
)     ,   (1.7.1) 
 
kjer je 𝑅𝑇 plinska konstanta, 𝑇 absolutna temperatura, 𝐹 Faradayeva konstanta, 𝑞 razmerje 
prepustnosti membrane za Na+ in K+, [𝑁𝑎+]𝑖, [𝐾
+]𝑖, [𝑁𝑎
+]𝑒 in [𝐾
+]𝑒 pa koncentracije Na
+ in 
K+ v citoplazmi (označeno z indeksom 𝑖 ) in zunajceličnem prostoru (označeno z indeksom 
𝑒). Za merjenje membranske napetosti velja dogovor, da se referenčna sonda nahaja zunaj 
celice, merilna pa v citoplazmi. Zato ima mirovalna membranska napetost negativen predznak 
in znaša med -40 in -90 mV, odvisno od vrste celice in faze celičnega cikla [3, 5, 6, 7]. 
 
1.7 Elektroporacija 
Elektroporacija je pojav pri katerem pride do strukturnih sprememb celične membrane zaradi 
izpostavitve celic električnemu polju z dovolj veliko jakostjo električnega polja. Te strukturne 
spremembe membrane imenujemo pore. V primeru, da jakost električnega polja ni prevelika 
in je izpostavitev dovolj kratka se celična membrana vrne v prvotno stanje, temu pravimo 
reverzibilna elektropracija. Ko pa celice izpostavimo večji jakosti električnega polja oziroma 
podaljšamo trajanje izpostavitve, celice odmrejo. Takšno elektroporacijo imenujemo 
ireverzibilna elektroporacija (slika 9). 
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Z nastankom por ob reverzibilni elektroporaciji, lahko v celico prehajajo snovi, ki drugače 
preko membrane ne prehajajo. Reverzibilna elektroporacija se tako vedno bolj pogosto 
uporablja za vnos snovi v celice, če gre za selektivni vnos kemoterapevtika v elektroporirano 
območje rakavega obolenja, govorimo o elektrokemoterapiji, pri vnosu molekul DNA pa o 
genski elektrotransfekciji. Prav tako ima tudi ireverzibilna elektroporacija uporabnost v 
kliničnem okolju kot metoda za ablacijo tkiv, v industriji pa kot alternativni način 
pasterizacije [3, 4, 5, 7]. 
 
1.8 Vsiljena membranska napetost 
Ob izpostavitvi celice električnemu polju pride do prerazporeditve ionov, kar prispeva k 
dodatni razliki v potencialu med notranjostjo in zunanjostjo celične membrani. To razliko 
imenujemo vsiljena membranska napetost, ki se prišteje k mirovalni membranski napetosti. 
Za okrogle celice velja, da je vsiljeno membransko napetost po nekaj mikrosekundah 
izpostavitve enosmernemu električnemu polju opiše Schwanova enačba (1.8.1) 
 
                                                     𝑈𝑣𝑠𝑖𝑙𝑗𝑒𝑛𝑎 =
3
2
|?⃑? | ∗ 𝑅 ∗ cos(𝜃)       .                                         (1.8.1) 
Slika 9: Območja reverzibilne in ireverzibilne elektroporacije v odvisnosti od jakosti električnega polja in trajanja 
izpostavitve. Slika povzeta iz [13]. 
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|?⃑? | predstavlja amplitudo zunanjega električnega polja, 𝑅 polmer celice, 𝜃 pa kot med smerjo 
električnega polja in daljico, ki poteka od središča celice pa do obravnavane točke p na 
membrani (slika 10). Z razliko od mirovalne membranske napetosti, ki je po celotni membrani 
enaka, se vsiljena membranska napetost spreminja z lego, ki jo določa kosinus v Schwanovi 
enačbi (slika 11). 
 
Slika 10: Okrogla celica z radijem R, debelino celične membrane d v električnem polju E. Schwanova enačba (1.8.1) opisuje 
vsiljeno membransko napetost v točki p. Slika povzeta iz [13]. 
V primeru da nas zanima časovni odziv vsiljene membranske napetosti, to opišemo z 
Schwanovo enačbo prvega reda (1.8.2): 
                                         𝑈𝑣𝑠𝑖𝑙𝑗𝑒𝑛𝑎(𝑡) =  
3
2
|?⃑? | ∗ 𝑅 ∗ cos(𝜃) ∗ [1 − 𝑒(−
𝑡
𝜏)]    ,                        (1.8.2) 
pri čemer je 𝜏 časovna konstanta celične membrane podana z: 
                                                          𝜏 =
𝑅𝜀𝑚
2𝑑
𝜎𝑖𝜎𝑒
𝜎𝑖+2𝜎𝑒
+ 𝑅𝜎𝑚
    ,                                                    (1.8.3) 
kjer so 𝜎𝑖, 𝜎𝑚 in 𝜎𝑒 specifične prevodnosti citoplazme, membrane in zunajcelične tekočine, 
𝜀𝑚 dielektričnost celične membrane, 𝑑 debelina celične membrane in 𝑅 polmer celice. 
Membransko napetost lahko določimo z uporabo potenciometričnih barvil in fluorescenčnega 
mikroskopa. Na sliki 11 je prikazana celica B16F1 (mišji melanom) obarvana z barvilom di-
8-ANEPPS, ki pri negativni membranski napetosti fluorescira šibko, z naraščanjem pa vse 
močneje. Slika levo zgoraj prikazuje obarvano celico, ki ni izpostavljena električnemu polju. 
Fluorescira zaradi mirovalne membranske napetosti (okoli -40 mV). Pod njo se nahaja slika 
iste celice v električnem polju iz katere je razvidna sprememba intenzitete fluorescence. 
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Graf na desni prikazuje membransko napetost v odvisnosti od kota 𝜃. Opazimo, da je 
membranska napetost pri kotu 90° in 270° enaka mirovalni membranski napetosti, kar je po 
Schwanovi enačbi pričakovano saj je vsiljena komponenta napetosti takrat 0. 
 
Slika 11: Celica obarvana z di-8-ANEPPS. Levo zgoraj obarvana celica brez zunanjega električnega polja. Levo spodaj 
celica izpostavljena električnemu polju. Slika povzeta iz [3]. 
Z večanjem jakosti  električnega polja povečujemo verjetnost nastanka por, ker na večjem 
območju dosežemo dovolj veliko membransko napetost, ki omogoči tvorjenje por. Pri 
naraščanju membranske napetosti stabilnost nastalih por upada in ko dosežemo nadkritično 
membransko napetost, ki je reda nekaj sto mV govorimo o ireverzibilni elektroporaciji [3, 5, 
6, 7, 8]. 
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2 Rakave celice 
Celice, ki se ne odzivajo več na celične signale, ki regulirajo celično rast in celično smrt, 
imenujemo rakave celice. V normalnih, zdravih celicah, na proces celične rasti in kasneje 
delitve vpliva na stotine genov. Normalna rast zahteva ravnotežje med izražanjem genov, ki 
vzpodbujajo celično proliferacijo in geni, ki jo zavirajo. Celica postane rakava zaradi mutacij 
večih genov, ki vplivajo na celično proliferacijo. Sodeč po raziskavah s strani »Cancer 
genomer project«, morajo rakave celice vsebovati vsaj 60 mutacij, cilj raziskav pa je ugotoviti 
katere mutacije so odgovorne za določene vrste raka. Genske mutacije se čez čas postopoma 
nabirajo kot posledice neodvisnih dogodkov, zaradi tega pot do rakavega obolenja poteka v 
večih korakih. Postopek progresije raka lahko opišemo kot mikroevolucijo (slika 12), 
mutacije rakavim celicam omogočijo hitrejšo rast, sposobnost večih delitev v primerjavi z 
normalnimi celicami, kar je s stališča preživetja za rakavo celico zelo ugodno.V takšnih 
celicah se lahko kasneje zgodi še več mutacij, ki jim še povečajo možnost preživetja, nadaljne 
delitve in premagovanje normalnih celic pri tekmovanju za snovi, ki jih potrebujejo za 
življenje. 
Celice energijo pridobivajo s procesom razgradnje glukoze v piruvat, pri čemer se prosta 
energija procesa hrani v dveh molekulah ATP in dveh molekulah NADH. Za proces glikolize 
prisotnost molekularnega kisika ni potrebna, vendar pa le ta vpliva na nadaljne procese 
razgradnje piruvata. Ob prisotnosti molekularnega kisika govorimo o aerobni glikolizi, ki 
preko celotnega procesa imenovanega Krebsov cikel piruvat oksidira na CO2 in H2O, pri tem 
pa nastane še 34 molekul ATP. V primeru, ko molekularni kisik ni prisoten govorimo o 
anaerobni glikolizi, pri kateri je končni produkt razgradnje piruvata mlečna kislina ter le dve 
molekuli ATP. 
Za rakave celice je značilna povečana stopnja metabolizma, kar je bilo hipotetizirano in 
opazovano in vitro v šestdesetih letih 20. stoletja, dober vpogled pa smo dobili šele s 
Slika 12: Mikroevolucija rakavega obolenja. (A) Normalno tkivo, ki tvori plast celic. (B) Hiperplazija, celice se začnejo deliti 
in povečevati v številu. (C) Atipična hiperplazija, celice se hitreje delijo, niso več urejene v vrsto ampak se zbirajo v gmoto. 
(D) Intraepitelijski rak oziroma »in situ« rak, gosta populacija rakavih celic, ki zajema dano območje in je obdan z 
normalnimi celicami. (E) Mikroinvazija, rakave celice niso več obdane z normalnimi celicami, lahko se razširijo v sosednja 
tkiva in se delijo naprej. Slika povzeta iz [9]. 
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kliničnimi raziskavami, ki so uporabljale pozitronsko emisijsko tomografijo (PET). S PET 
opazujemo kopičenje fluorodeoksiglukoze, to je radioaktivni sledilec, njegova prisotnost pa je 
odvisna od stopnje metabolizma v delu telesa. Izkaže se, da pri rakavih obolenjih opazimo 
povečano količino glukoze v okolici rakavih tkiv (slika 13). 
 
 
 
V zgodnji fazi rakavega obolenja, ko govorimo o relativno majhnem številu celic, so le te 
dobro prekrvavljene saj je njihovo razmnoževanje in rast bolj uspešna v okolici ožilja. To je 
ugodno za povečan metabolizem rakavih celic, saj lahko izvajajo aerobno glikolizo, ki 
proizvaja večjo količino molekul ATP (36) v primerjavi z anaerobno (4). Zaradi delitve celic 
in posledično rasti rakavega tkiva, se razdalja določenih celic od ožilja povečuje. Izkaže se, da 
kisik s kapilar uspešno difuzira le v celice, ki so od kapilar oddaljene manj kot 150 µm. Z 
razraščanjem rakavega tkiva bodo celice v notranjosti tvorbe dobile manj molekularnega 
kisika, kar bo privedlo do anaerobne glikolize. Produkt anaerobne glikolize je mlečna kislina, 
ki znižuje pH na območje med 6,5 in 6,9 (slika 14 in 15) [9, 10, 11, 12]. 
 
Slika 13: PET fluorodeoksiglukoze. Vijolična in zeleni puščici prikazujejo kopičenje fluorodeoksiglukoze v limfnih žlezah 
zaradi rakavega obolenja. Rumena puščica kaže na mehur kjer pride do izločanja radioaktivne snovi. Slika povzeta iz [12]. 
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Slika 14: Prikaz odvisnosti med parcialnim tlakom molekularnega kisika in oddaljenostjo rakavih celic od žilnih sten. Z 
oddaljevanjem od žil zaradi povečane stopnje izvajanja anaerobne glikolize se pH znižuje. Slika povzeta iz [12]. 
Slika 15: 5μm širok vzorec tkiva raka na dojki. Krvne žile so označene z modro barvo. (S) Vezno tkivo. (B) Bazalna 
membrana. (T) Tumor. (N) Nekrotično tkivo tumorja, ki nastane zaradi slabe prekrvavljenosti. Slika povzeta iz [12]. 
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3 Namen dela 
Za rakave celice je značilna povišana stopnja razgradnje glukoze s procesom glikolize. Ko se 
namnoži dovolj celic nekatere zaradi oddaljenosti od krvnih žil nimajo več dostopa do O2. Te 
rakave celice opravljajo proces anaerobne glikolize, pri katerem pride do kopičenja mlečne 
kisline, kar znižuje pH njihovega okolja. Ker se v praksi elektroporacija uporablja pri 
zdravljenju rakavih obolenj z elektrokemoterapijo, je smiselno raziskati kako okolje z 
znižanim pH vpliva na elektroporacijo. 
Raziskava na celicah CHO (ovarijske celice kitajskega hrčka) v pogojih in vitro [19] je 
pokazala, da krajša izpostavitev (do 60 minut) celic okolju z nižjimi pH ne vpliva na 
preživetje; preživetje pa se zmanjša ob 24 urni izpostavitvi. Ker pri izpostavitvi celic CHO 
mediju z nižjim pH za krajši čas ni razlik v preživetju, lahko celice v tem mediju 
elektroporiramo in zanemarimo vpliv na preživetje zaradi medija. Raziskava je pokazala tudi, 
da razlik v preživetju pri elektroporaciji z nizkimi napetostmi (180 V, osem pulzov dolžine 
100 µs, 1 Hz, elektrode z razmakom 1,5 mm) ni. Pri višjih napetostih (450 V, osem pulzov 
dolžine 100 µs, 1 Hz, ploščate elektrode z razmakom 1,5 mm) pa celice zaradi ireverzibilne 
elektroporacije odmrejo ne glede na medij. Razlike preživetja elektroporacije v medijih z 
različnimi pH pa se kažejo v območju elektroporiranja med 180 V in 450 V. Gre za območje 
reverzibilne elektroporacije pri kateri v celice skozi pore vdrejo kalcijevi ioni, ki sprožijo 
celično smrt. Izkaže se, da je delež preživelih celic v medijih z nižjim pH višji. Na ta pojav bi 
lahko vplivalo manjše število nastalih por ali pa hitrejše okrevanje celične membrane, kar je 
bilo predmet nadaljnih raziskav z dodajanjem snovi elektroporiranim celicam s časovnim 
zamikom. Rezlutati teh raziskav nakazujejo, da ima nižji pH pri elektroporaciji pozitiven 
vpliv na število preživelih celic. Zakaj do teh razlik pride še ni razloženo. [19] 
V diplomskem delu smo raziskovali kako medij z znižanim pH vpliva na elektroporacijo in 
okrevanje rakavih celic. Želeli smo obdržati čim bolj realno okolje v katerem se celice 
ponavadi nahajajo, zato smo uporabljali medij v katerem te celice tudi rastejo. Celice 
elektroporiramo v nespremenjenem rastnem in v mediju, ki smo mu znižali pH z dodatkom 
CH3COOH. Preverili smo tudi vpliv teh dveh medijev na okrevanje celic. 
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4 Tehnologije 
4.1 Test celične viabilnosti 
Za določanje celične viabilnosti smo uporabljali spektrofotometrično metodo CellTiter 96 
AQueous One Solution Assay oziroma MTS metodo. Razstopina, ki jo dodamo celični 
suspenziji, vsebuje tetrazolijevo sol MTS. Metoda deluje na principu razgradnje vnešene 
molekule MTS v formazan (slika 16), ki celično suspenzijo obarva škrlatno. Razgradnjo MTS 
opravlja mitohondrijev encim sukicinat dehidrogenaza (SDH). Ker se ta proces odvija le v 
živih celicah lahko iz količine proizvedenega formazana sklepamo relativno število živih celic 
glede na kontrolno skupino. 
 
 
Slika 16: Razpad MTS v formazan. Slika povzeta iz [14]. 
Proizvajalec Promega predpisuje, da je med vnosom MTS in meritvijo celično suspenzijo 
potrebno inkubirati od 1 do 4 ure. 
Absorbcijo smo izmerili s spektrofotometrom Infinite 200 PRO (proizvajalec Tecan Group 
Ltd., Švica). Naprava omogoča merjenje absorbance svetlobe, v našem primeru pri 490 nm. 
Na izmerjeno absorbanco vpliva tudi sama prisotnost gojišča, njegov pH, in v primeru 
formazana izpostavljenost UV svetlobi. Temu pravimo absorbcija ozadja, ki je prisotna pri 
meritvah absorbance v vseh vzorcih. To vrednost izmerimo z meritvijo absorbance kontrolne 
skupine, ki vsebuje le gojišče in MTS. Če meritvam absorbance na vzorcih s celicami 
odštejemo meritev kontrolne skupine absorbcije ozadja, pridemo do bolj realnih meritev 
celične viabilnosti [14, 15, 16]. 
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4.2 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je namenjena merjenju lastnosti posameznih delcev, v našem primeru so 
ti delci mišje celice kožnega melanoma. Delci se nahajajo v tekočem mediju, kjer so 
naključno razporejeni. Da lahko na njih izvajamo meritve moramo poskrbeti, da se zvrstijo v 
vrsto, kjer lahko z merilnim sistemom naprave opazujemo lastnosti vsake posamične celice. 
Naprava odsesa vzorec v keterem so prisotni delci in ga privede do pretočne celice. V tem 
delu naprave dosežemo, da se delci razporedijo v vrsto s hidrodinamskim fokusiranjem. Za to 
je potrebna fokusirna tekočina. Fokusirna tekočina se nahaja v ločeni cevki, ki pa je pod 
večjim tlakom kot celična suspenzija. Cevka s celično suspenzijo poteka po sredini cevi po 
kateri teče fokusirna tekočina in se v njo združi pred zožanim delom zunanje cevi. Ker je 
fokusirna tekočina pod večjim tlakom in ima večji pretok, se celice ob izstopu iz svoje cevke 
razporedijo v vrsto. Ena za drugo nadaljujejo pot v merilno območje kjer jih presvetlimo s 
svetlobnim virom. Običajno se v modernih napravah za vir svetlobe uporablja 
monokromatske vire, največkrat so to laserji, katerih valovna dolžina lahko sega od rdeče pa 
do ultraviolične.  
 
FSC 
Svetloba se zaradi prisotnih delcev v cevi sipa za približno 20° v smeri laserskega žarka, kar 
zaznamo s FSC fotodetektorjem (od tu dalje FSC). Kratica FSC, v angleščini “forward scatter 
count”, predstavlja detektor sipanja svetlobe v smeri laserskega žarka. 
Da s FSC zaznavamo samo sipano svetlobo poskrbi prepreka, ki zaustavi direktno svetlobo 
laserskega žarka, za njo pa se nahaja leča, ki sipano svetlobo fokusira v luknjico za katero leži 
FSC v kombinaciji z optičnim ojačevalnikom oz. PMT (Photomultiplier tube). Iz signala, ki 
ga zaznamo, lahko razberemo informacijo o velikosti delca. 
 
SSC 
SSC fotodetektor (od tu dalje SSC), v angleščini “Side Scatter Count”, se z razliko od FSC 
nahaja pravokotno na smer laserskega žarka. Kot lahko razberemo že z imena gre za sipanje 
svetlobe stran od smeri laserskega žarka. Svetloba potuje skozi lečo, ki odbito svetlobo 
fokusira v luknjico in jo s pomočjo ogledal usmeri do optičnega ojačevalnika ter s tem do 
SSC. Iz teh signalov lahko interpretiramo relativno kompleksnost delca oz. celice. Na sipanje 
svetlobe v smeri, ki jo zaznamo s SSC vpliva granulacija celične membrane ter notranja 
struktura celice. 
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Fluorescenca 
Z izbiro laserja s primerno valovno dolžino, lahko vzbudimo fluorestenčne markerje, ki jih 
vstavimo v celico. Fluorestenčne molekule se vežejo na določene makromolekule v celici  in 
ob prejetju fotona, valovne dolžine laserja, oddajo foton z daljšo valovno dolžino. V tem 
diplomskem delu smo za barvilo uporabljali propidijev jodid (PI). Barvilo smo obsevali z 
modro lasersko svetlobo valovne dolžine 488 nm. Ob obsevanju PI smo njegovo fluorescenco 
zaznali s kanalom BL3, ki zaznava svetlobo valovne dolžine 695 nm. 
 
Zajem signala in grafična predstavitev 
Ob vsakem dogodku, ki ga pretočno citometer zazna s FSC, zanj zabeleži podatke na izbranih 
detektorjih. V našem primeru smo uporabljali kanale FSC, SSC in BL3. Vsak detektor za vsak 
dogodek zabeleži 3 parametrte. Gre za amplitudo, širino in površino signala na detektorju. 
Amplituda predstavlja največji izhodni signal detektorja ob nekem dogodku, do tega pride ko 
je celica v sredini laserskega žarka. Širina signala je odvisna od trajanja dogodka oz. koliko 
časa celica potrebuje, da prečka laserski žarek. Parameter površine pa je izračunan kot integral 
signala po času. 
Z nastavljanjem vrat (angleško “gate”) se izognemo zaznavanju dogodkov, ki imajo prenizko 
amplitudo, da bi jih šteli med naše opazovane delce. Mejo (angleško “treshold”) lahko 
nastavimo za vsak parameter posebej [17, 18]. 
 
4.3 Elektroporacija 
Elektroporacijo smo izvajali z napravo Cliniporator (IGEA, Italija), ki omogoča nastavljanje 
parametrov elektroporacije kot so amplituda napetostnega pulza na elektrodah, število 
zaporednih pulzov, njihovo trajanje ter ponavljalno frekvenco. Kapljico celične suspenzije 
volumna 50 µl smo vstavili med ploščati elektrodi. Reža med elektrodama je merila 1,5 mm. 
Ker je bila površina ploščatih elektrod znatno večja od razdalje med njima, smo predpostavili, 
da je v reži homogeno električno polje, to pa pomeni, da je bil celoten vzorec izpostavljen 
enakemu električnemu polju. Vzorce smo elektroporirali pri napetostih 180 V (120 V/mm), 
270 V (180 V/mm), 360 V (240 V/mm) in 450 V (300 V/mm) z 8 pulzi dolžine 100 µs, ki so 
se ponavljali s frekvenco 1 Hz. 
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5 Metode in postopki 
5.1 Celična kultura, vzdrževanje celične linije in priprava celic 
Pri raziskovanju vplivov različnih okolij na celice smo uporabljali celice iz celične linije 
B16F1. Gre za rakave celice in sicer mišjega kožnega melanoma. Distributer narekuje, da 
celice za preživetje potrebujejo aseptično okolje. To zagotovimo s sterilno opremo, uporabo 
rokavic in razkuževanjem s 70% etanolom. 
Celice so rastle in se razmnoževale v predpisanem okolju, ki smo ga zagotovili z “Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium” oziroma DMEM z dodanimi antibiotiki. Ker smo celice sadili v 
posode za gojenje celic (TPP, Švica) s površino 150 cm2 smo za osnovo uporabili 20 ml 
gojišča DMEM. Po presaditvi smo celice premaknili v okolje primerno za njihovo rast. To 
okolje omogoča inkubator, ki je vzdrževal temperaturo 37°C in 5% prisotnost CO2. 
Celice so običajno rastle 3-4 dni. Za celice kožnega melanoma je značilno da proizvajajo 
melanin, ki je za njih toksičen. Prisotnost melanina se pozna tudi v gojišču DMEM, po nekaj 
dneh njegova barva ni več svetlo rdeča ampak postane motna ter rjavkasta. Ker celice nikoli 
niso rastle več kot 4 dni medija nismo menjali, vendar pa bi to bilo priporočljivo, če bi jih 
gojil v večji posodi in bi potrebovale več časa da se razrastejo po celi površini. 
Pred postopkom presajanja smo z mikroskopom ocenili ali so celice rastle normalno in so 
pritrjene. Odsesali smo medij, in posodo zalili s približno 10 ml sterilne fiziološke razstopine. 
S tem smo odplaknili preostale mrtve, prosto plavajoče celice. Med tem časom se je v vodni 
kopeli segrel trypsin na 37°C. Pritrjenim celicam smo dodal 10 ml segretega trypsina, počakal 
1 minuto in pod mikroskopom preverili, da so celice postale okrogle in prosto plavale. Takoj 
za tem smo dodali še 10 ml gojišča DMEM za nevtralizacijo trypsina. Mešanico celic, 
trypsina in gojišča DMEM smo dobro premešali z 10 ml pipeto. Z mikro pipeto smo odvzeli 
10 µl vzorca in ga prenesli na hemocitometer. Preostanek celične suspenzije smo odpipetirali 
v 50 ml centrifugirko. Po izračunu koncentracije celic v celični suspenziji smo iz centrifugirke 
odvzeli izračunan volumen celične suspenzije in ga prenesli v novo posodo za gojenje celic, 
kjer smo si že pripravili 20 ml DMEM. Pri sajenju celic za 3 dnevno rast smo nasajali 106 
celic, pri nasajanju za 4 dnevno rast pa 5*105. 
V primeru izvajanja poizkusov smo celice centrifugitali s centrifugo Sigma 3-15K (5 minut, 
1000 obratov na minuto). Previdno smo odsesali tekočino tako, da so celice ostale na dnu 
centrifugirke. Ker smo število celic ocenili že pri pripravi za sajenje smo za pripravo na 
poizkus željeno koncentracijo dosegli z dodajanjem primerne količine gojišča DMEM. 
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5.2 Priprava medija z nižjim pH 
Za določanje pH gojišča DMEM smo uporabili pH meter SevenGo-SG2 (Mettler-Toledo) ter 
merilno elektrodo Inlab Routine Pro (Mettler-Toledo). Pred meritvijo smo inštrument umerili 
s pufri proizvajalca Sigma s pH 4 in pH 7. 
Odmerili smo 10 ml gojišča DMEM in izmeril njegov pH, ki je 8,1. Medijev pH smo 
spreminjali z dodajanjem ocetne kisline (tabela 1). Dodajali smo po 0,6 µl CH3COOH, s 
pipeto premešali vsebino epruvete in izmeril novo vrednost pH. Po vsaki meritvi smo pH 
sondo sprali z deionizirano vodo in jo osušil. Mediju smo dodajali CH3COOH dokler pH ni 
dosegel vrednost 5.33.  
 
Tabela 1: pH gojišča DMEM v odvisnosti od dodane ocetne kisline v 10 ml gojišča DMEM. 
Dodan CH3COOH / 10 ml [µl] Izmerjen pH 
0,0 8,1 
0,6 7,82 
1,2 7,45 
1,8 7,20 
2,4 6,98 
3,0 6,87 
3,6 6,77 
4,8 6,61 
6,0 6,48 
7,2 6,47 
8,4 6,39 
10,2 6,26 
12,6 5,95 
15,0 5,49 
17,4 5,33 
 
 
5.3 Test celične viabilnosti v kislem okolju 
Vrednosti pH medija, pri katerih smo opazovali razlike v deležu preživelih celic, so navedeve 
v tabeli 2. Celice, ki so predhodno rastlne v običajnem DMEM, smo nasadili v medij z 
znižanim pH. Celice smo nasadili v testno ploščico s 96 vdolbinami. Vsak vzorec je vseboval 
100 µl celične suspenzije v kateri je bilo 5*104 celic. Test celične viabilnosti smo izvedli po 
24 urah, v tem času pa smo celice pustili v inkubatorju. 
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Tabela 2: pH gojišč DMEM pri katerih smo izvajali test viabilnosti. 
Dodan CH3COOH / 10 ml 
[µl] 
Dodan CH3COOH / 100 µl 
[µl] 
Dodan CH3COOH / 3 ml 
[µl] 
Izmerjen pH 
0,0 0,0 0,0 8,1 
1,2 0,012 0,45 7,45 
3,0 0,03 1,125 6,87 
7,2 0,072 2,7 6,47 
12,6 0,126 4,725 5,95 
17,4 0,174 6,525 5,33 
 
Pred pripravo gojišč z nižjim pH je bilo potrebno preračunati koliko ocetne kisline moramo 
dodati običajnemu DMEM, da bo 100 µl celične suspenzije doseglo željeni pH. Pri pripravi 
celic za poizkus smo poskrbeli, da je bila njihova koncentracija 5*104 celic / 20 µl v 
običajnem DMEM, kar pomeni da potrebujemo 80 µl gojišča s spremenjenim pH, da 
dosežemo potreben volumen 100 µl. V tabeli 2 so navedene preračunane vrednosti za 
pripravo 100 µl gojišča s spremenjenim pH. To količino CH3COOH dodamo v 80 µl 
običajnega DMEM ter mu za tem dodamo še 20 µl celične suspenzije, s tem dosežemo željeni 
pH. Pripravili smo 3 ml gojišča z znižanim pH, potrebno količino CH3COOH pa smo dobili 
preko enačbe 5.3.1: 
 
                                                𝑥 = 3000 µl ∗
𝑉𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻
80 µl
       ,                                                        (5.3.1) 
 
kjer je x potreben volumen CH3COOH za pripravo 3 ml gojišča z nižjim pH, 𝑉𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 pa 
volumen CH3COOH za pripravo 100 µl, dobljene vrednosti smo zapisali v tretji stolpec tabele 
3. 
Za vsak pH in kontrolo smo pripravili 3 vzorce, pri čemer so vzorci kontrole vsebovali zgolj 
100 µl običajnega gojišča DMEM brez celic. Kontrolno skupino smo potrebovali za detekcijo 
ozadja, ki je prisoten v vseh vzorcih. Delež preživelih celic smo določili s 
spektrofotometrično metodo MTS po 24 urni inkubacijski dobi.  
Vsakemu vzorcu smo z mikro pipeto dodali 20 µl reagenta MTS ter posodo ponovno 
prestavili v inkubator za 3 ure, po tem obdobju pa smo izmerili absorbanco vzorcev s  
spektrofotometrom Tecan.  
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5.3.1 Obdelava podatkov 
Vzorci prikazani v tabeli 3 pripadajo enemu poizkusu. Vsebujejo meritve absorbance svetlobe 
z valovno dolžino 490 nm. Stolpec DMEM je namenjen meritvam absorbance kontrolne 
skupine ozadja, DMEM̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ predstavlja njihovo povprečje,  ostali stolpci so meritve vzorcev s 
celicami nasajenimi v gojiščih DMEM z različnimi pH vrednostmi. 
 
Tabela 3:Meritve testa celične viabilnosti po 24 urah v DMEM z različnimi pH. DMEM predstavlja meritve absorbance v 
običajnem DMEM brez celic, služi kot kontrolna skupina absorbcije ozadja, 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa je povprečje teh vrednosti. 
DMEM 𝐃𝐌𝐄𝐌̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 8,1 7,45 6,87 6,47 5,95 5,33 
0,27446  2,5009 2,5745 2,2545 2,0747 2,0111 1,2178 
0,27899 0,27504 2,5935 2,474 2,281 2,1923 1,9225 1,1996 
0,27168  2,5371 2,4927 2,0821 2,1629 1,9213 1,2422 
 
Meritvam absorbance v DMEM z različnimi pH odštejemo povprečno vrednost absorbance 
gojišča DMEM brez celic. Za tem 3 vzorce, ki pripadajo določenemu pH, povprečimo. 
Rezultati so prikazani v tabeli 4. 
 
Tabela 4: Meritve testa celične viabilnosti po 24 urah v DMEM z različnimi pH kjer smo jim odšteli vrednost 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅. 
Vzorec 8,1 7,45 6,87 6,47 5,95 5,33 
1 2,225857 2,299457 1,979457 1,799657 1,736057 0,942757 
2 2,318457 2,198957 2,005957 1,917257 1,647457 0,924557 
3 2,262057 2,217657 1,807057 1,887857 1,646257 0,967157 
Povprečje 2,26879 2,23869 1,930823 1,868257 1,67659 0,944823 
 
Predpostavimo, da je preživetje v običajnem DMEM 100%. Povprečene podatke smo 
prikazali kot procent preživelih celic glede na preživetje v običajnem DMEM ter jih 
zaokrožili na celoštevilsko vrednost (tabela 5). 
 
Tabela 5:Povprečen delež preživelih celic po 24 urah v DMEM s spremenjenim pH. 
 8,1 7,45 6,87 6,47 5,95 5,33 
Delež preživetja [%] 100 99 85 82 74 42 
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Deleže preživelih celic vseh poizkusov smo povprečili v programskem okolju Matlab ter v 
vsaki izmerjeni točki izračunali standardno deviacijo. Končnemu povprečju smo prilagodili 
sigmoidno krivuljo 5.3.2: 
                                                                 𝑓(𝑥) =
100
1 + 𝑒−
𝑥−𝑥0
𝑏
      ,                                                  (5.3.2) 
 
kjer smo parametra 𝑥0 in 𝑏 iskali po nelinearni metodi najmanjših kvadratov. Parameter 𝑥0 
pove, pri kateri vrednosti x pade izhod funkcije na 50%, kar v našem primeru predstavlja 
delež preživetja, kjer preživi polovica populacije celic. Parameter 𝑏 vpliva na strmino 
krivulje. 
 
5.4 Test preživetja celic po elektroporaciji 
Pred elektroporacijo smo za vse preizkuse pripravili celično suspenzijo s koncentracijo 106 
celic / 50 µl. Eksperimente smo izvajali v običajnem gojišču s pH 8,1 in gojišču s pH 6,72, ki 
ga v nadaljevanju imenujemo kisel medij oziroma kisel DMEM. Kisel medij smo pripravili 
tako, da smo iz tabele 1 izbrali pH vrednosti med katerima se nahaja 6,72 ter predpostavili 
linearno odvisnost med pH in dodanim CH3COOH v tem območju. Tako za 10 ml kislega 
medija potrebujemo 4 µl CH3COOH. Ker za poizkuse potrebujemo manjšo količino kislega 
medija smo preračunali potrebno količino CH3COOH za 3 ml kislega medija z enačbo 5.4: 
 
                                                             𝑥 = 3 𝑚l ∗
𝑉𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻
10 𝑚𝑙
       ,                                                     (5.4) 
 
 pri čemer je 𝑉𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 volumen CH3COOH potreben za pripravo 10 ml kislega medija, 𝑥 pa 
volumen CH3COOH potreben za pripravo 3 ml kislega medija. 
Izračun pokaže, da za pripravo 3 ml kislega medija potrebujemo 1,2 µl CH3COOH. Poleg 
tega smo pripravili še 3 ml dvojno kislega medija, za kar potrebujemo 2,4 µl CH3COOH. 
Dvojno kisel medij smo potrebovali pri elektroporaciji v kislem mediju. V petrijevki smo si 
pripravili 50 µl dvojno kislega medija in ga razrečili s 50 µl pripravljene celične suspenzije. 
Tako smo prišli do celične suspenzije v kislem mediju s koncentracijo 5*105 celic / 50 µl. Ta 
koncentracija je bila uporabljena pri vseh elektroporiranih vzorcih, elektroporirali pa smo 
kapljice z volumnom 50 µl. Postopek elektroporacije v običajnem mediju je bil identičen, 
vendar smo namesto dvojno kislega medija uporabili 50 µl običajnega DMEM in prav tako 
prišli do koncentracije 5*105 celic / 50 µl. 
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Pri elektroporaciji smo uporabljali ploščati elektrodi z režo 1,5 mm. Vzorce smo 
elektroporirali z 8 pulzi dolžine 100 µs, frekvenca pulzov je znašala 1 Hz pri napetostih 180 V 
(120 V/mm), 270 V (180 V/mm), 360 V (240 V/mm) in 450 V (300 V/mm). Poleg tega smo 
pripravili še vzorec, ki ni bil elektroporiran, in je služil kot kontrolna skupina, šel pa je čez 
enak postopek kot elektroporirani vzorci. 
Po elektroporaciji smo iz reže odpipetirali 40 µl vzorca (kar znaša 4*105 celic) in ga prenesli 
v petrijevko kjer smo imeli pripravljenih 360 µl običajnega ali kislega medija. Elektroporirane 
celice smo v petrijevki pustili 10 minut, to obdobje je služilo okrevanju elektroporirane 
celične membrane oziroma zapiranju nastalih por. Namen je bil ugotoviti razliko med 
okrevanjem v običjanem in kislem DMEM. V nadaljevanju različne kombinacije okolij 
elektroporacije in okrevanja opisujemo z dvema črkama (N - običajen, K - kisel), kjer prva 
črka opisuje okolje elektroporacije, druga pa okolje v katerem celice okrevajo. 
Pred elektroporacijo novega vzorca smo med elektrodi odpipetirali 100 µl sterilne fiziološke 
razstopine in ju osušili s sterilno gazo. 
Po 10 minutnem okrevanju smo iz 400 µl celične suspenzije odpipetirali 50 µl in jih preneseli 
v testno ploščico s 96 vdolbinami ter jim dodali še 50 µl običajnega gojišča DMEM. Za vsako 
skupino celic smo pripravili 3 vzorce. Kot pri testu preživetja pri različnih pH smo tudi tokrat 
pripravili 3 vzorce navadnega gojišča DMEM brez celic. Porirane celice smo za 24 ur prenesli 
v inkubator za tem pa izvedli test celične viabilnosti. Celoten postopek je prikazan na sliki 17. 
 
Slika 17: Shematski diagram priprave vzorca za MTS pri elektroporaciji v običajnem ali kislem mediju ter okrevanju v 
običajnem ali kislem mediju. 
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5.4.1 Obdelava podatkov 
Meritve vzorcev enega poizkusa so zapisane v tabeli 6, kjer je stolpec DMEM absorbanca 
kontrolne skupine ozadja, DMEM̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa njegova povprečna vrednost. Ostali stolpci vsebujejo 
vrednosti absorbance vzorcev, ki so bili elektroporirani pri navedenih napetostih. Meritve 
pripadajo poizkusu kjer smo elektroporacijo in okrevanje izvedli v običajnem DMEM. 
 
Tabela 6: Meritve testa celične viabilnosti 24 ur po elektroporaciji v običajnem DMEM ter okrevanju v običajnem DMEM. 
DMEM predstavlja meritve absorbance v običajnem DMEM brez celic, služi kot kontrolna skupina absorbcije ozadja, 
𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa je povprečje teh vrednosti. 
DMEM 𝐃𝐌𝐄𝐌̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
0,32967  2,9082 2,8752 1,1264 0,43452 0,44131 
0,3666 0,33893 2,8487 2,7801 1,1088 0,45486 0,46068 
0,32052  2,8514 2,7901 1,19 0,50699 0,42494 
Meritvam absorbance elektroporiranih vzorcev odštejemo DMEM̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅. Za tem po 3 vzorce, ki smo 
jih elektroporirali pri določeni napetosti, povprečimo (tabela 7). 
 
Tabela 7: Meritve testa celične viabilnosti 24 ur po elektroporaciji v običajnem DMEM ter okrevanju v običajnem DMEM, 
kjer smo jim odšteli vrednost 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅. 
Vzorec 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
1 2,56927 2,53627 0,78747 0,09559 0,10238 
2 2,50977 2,44117 0,76987 0,11593 0,12175 
3 2,51247 2,45117 0,85107 0,16806 0,08601 
Povprečje 2,5305 2,4762 0,8028 0,12652 0,10338 
 
Predpostavimo, da je preživetje v neelektroporiranem vzorcu (0 V) 100%. Povprečene 
podatke prikažemo kot procent preživelih celic glede na preživetje v neelektroporiranem 
vzorcu ter jih zaokrožimo na celoštevilsko vrednost (tabela 8). 
 
Tabela 8: Povprečen delež preživelih celic 24 ur po elektroporaciji v običajnem DMEM ter okrevanju v običajnem DMEM.. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Delež preživetja [%] 100 98 32 5 4 
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Deleže preživelih celic vseh poizkusov smo povprečili v programskem okolju Matlab ter v 
vsaki izmerjeni točki izračunali standardno deviacijo. Končnemu povprečju smo prilagodili 
sigmoidno krivuljo 5.4.1: 
                                                                 𝑓(𝑥) =
100
1 + 𝑒
𝑥−𝑥0
𝑏
   ,                                                       (5.4.1) 
 
kjer smo parametra 𝑥0 in 𝑏 iskali po nelinearni metodi najmanjših kvadratov. Parameter 𝑥0 
nam pove pri kateri vrednosti 𝑥 pade izhod funkcije na 50%, kar v našem primeru predstavlja 
delež preživetja kjer preživi polovica populacije celic. Parameter 𝑏 pa vpliva na strmino 
krivulje. 
 
5.5 Opazovanje okrevanja celic po elektroporaciji s pretočno citometrijo 
Poleg samega preživetja elektroporacije nas je zanimalo še kako se celice obnašajo v krajšem 
obdobju po poraciji in kako okolja z različnim pH vplivajo na okrevanje celic po 
elektroporaciji. 
Elektroporiranemu vzorcu smo dodali propidijev jodid (PI), ter s pretočno citometrijo določili 
v koliko celic je PI vstopil. Uporabljali smo napravo Attune NxT Flow Cytometer (Thermo 
Fischer Scientific, ZDA). Medija v katerih so bile celice porirane sta bili običajen DMEM ter 
kisel DMEM s pH 6,72. Oba medija sta služila tudi za 10 minutno obdobje okrevanja. S tem 
smo dobili 4 različne eksperimente (NN - porirano v običajnem mediju, okrevanje v kislem 
mediju; NK – porirano v običajnem mediju, okrevanje v kislem mediju; KN – poriranje v 
kislem mediju, okrevanje v običajnem mediju; KK – poriranje v kislem mediju, okrevanje v 
kislem mediju). Vpliv časovne komponente vnosa PI smo preverili tako, da je bil PI prisoten 
že med elektroporacijo ali pa smo ga dodali 5 minut po elektroporaciji. 
Enako kot pri testu preživetja celic pri različnih napetostih elektroporacije smo tudi za ta 
eksperiment pripravili kisel medij, dvojno kisel medij ter celično suspenzijo koncentracije 106 
celic / 50 µl.  V plastično petrijevko smo odpipetirali 50 µl celične suspenzije ter ji dodali 50 
µl običajnega ali dvojno kislega medija in s tem dosegli željeno koncentracijo 5*105 celic / 50 
µl za elektroporacijo. 
V primeru ko je bil PI prisoten že med elektroporacijo, smo 5 µl PI odpipetirali v 100 µl 
celične suspenzije preden smo vzorec elektroporirali. Odpipetirali smo 50 µl celične 
suspenzije in jo prenesli med elektrodi. Izvedli smo elektroporacijo z 8 pulzi dolžine 100 µs 
pri napetostih: 180 V (120 V/mm), 270 V (180 V/mm), 360 V (240 V/mm) in 450 V (300 
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V/mm), s frekvenco 1 Hz. 40 µl elektroporirane celične suspenzije smo odpipetirali ter jo 
prenesli v 360 µl običajnega ali kislega DMEM. Tem 400 µl celične suspenzije smo takoj po 
elektroporaciji dodali še 5 µl PI in počakali 10 min da so celice okrevale. Enak postopek smo 
uporabili za neelektroporiran vzorec, ki predstavlja kontrolno skupino. 
V primeru eksperimenta vnosa PI 5 min po poraciji je bil postopek identičen.  Edina razlika se 
pojavi pri dodajanju PI. Ko smo odpipetirali 40 µl elektroporirane celične suspenzije v 360 µl 
običajnega ali kislega DMEM, smo po 5 minutah dodali še 10 µl PI in celicam pustili še 10 
minut okrevanja. 
Po okrevanju smo v epruveto odpipetirali 360 µl celične suspenzije ter ji dodali še 200 µl 
običajnega gojišča DMEM. Vsebino epruvete smo dobro premešali s centrifugalnim 
mešalnikom in jo prestavili v pretočni citometer. 
 
Slika 18: Shematski diagram poteka priprave vzorca za pretočno citometrijo. Na levi je PI prisoten že ob elektroporaciji. Na 
desni PI dodan 5 minut po elektroporaciji. 
V programskem okolju pretočnega citometra Attune NxT smo si ustvarili grafe, na podlagi 
katerih smo nastavili parametre občutljivosti senzorjev ter parametre oknjenja. Točkasti grafi 
prikazujejo SSC v odvisnosti od FSC, histogrami pa meritve fluorescence, s katerih je 
razvidno v koliko celic je PI uspešno vstopil.  
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Začeli smo s kontrolno skupino ter si s spreminjanjem parametrov zagotovili, da je celotna 
populacija celic razvidna s točkastih grafov in histogramov. V nastavitvah merilnika smo 
nastavili količino odsesanega vzorca na 50 µl in pretok 25 µl / min, tako smo imeli dovolj 
časa za nastavljanje parametrov. Za tem je sledila meritev na vzorcu, ki je bil elektroporiran 
pri 450 V. Na tem vzorcu smo lahko nastavili parametrte v primeru, ko je v celice vstopilo 
največ PI. Ko smo zaključili kalibracijo teh dveh robnih pogojev smo nadaljevali z ostalimi 
vzorci. Najprej smo spremenili količino zajetega vzorca na 100 µl ter pretok 200 µl / min. 
Prav tako smo nastavili omejitev na 10000 dogodkov, kar je pomenilo, da se je meritev 
ustavila ko je pretočni citometer zaznal 10000 dogodkov.  
 
5.5.1 Obdelava podatkov 
Podatke smo izvozili v programsko okolje FlowJo, ki nam je s priloženimi orodji olajšal 
obdelavo podatkov.  
 
Histogrami prikazujejo meritve fluorescence vzbujene z laserjem BL3, iz njih lahko 
razberemo število celic, ki vsebujejo PI. Slika 19 prikazuje oba ekstrema, na levi 
neelektroporiran vzorec, na desni pa elektroporacijo vzorca pri 450 V (300 V/mm). Na 
histogramih smo si oznaliči območjo celic z in brez PI. Območje BL3-N in BL3-PI zajemata 
celotni spekter, izkaže pa se da vsi zajeti dogodki niso celice. Zaradi tega postavimo dodatni 
meji poimenovani BL3-NN in BL3-PIPI ter ne upoštevamo dogodkov, katerih lastnosti ne 
sovpadajo z lastnostmi naših celic. Te lastnosti smo preverili na točkastih grafih SSC(FSC), 
običajno je šlo za majhne delce, ki so imeli majhno FSC vrednost. 
Slika 19: Histograma prikazujeta meritve amplitude signala fluorescence s kanala BL3. Leva slika pripada vzorcu, ki ni bil 
elektroporiran, desna pa vzorcu, ki je bil elektroporiran pri 450 V (300 V/mm). 
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Dogodke ki se nahajajo v določenih območjih prikažemo še na točkastem grafu. Slika 20 
prikazuje odvisnost SSC od FSC pri enakih ekstremih kot slika 19. Območji NN in PIPI smo 
določili ročno s pomočjo orodij, ki nam jih nudi programsko okolje FlowJo. Na ta način lahko 
opazujemo  premikanje izmerjenih parametrov oz. lastnosti celic pri različnih napetostih 
elektroporacije. 
 
Število dogodkov oz. celic, ki se nahajajo v območju histograma BL3-PIPI (v tabeli 9 
poimenovani PI dogodki) in BL3-NN (v tabeli 9 poimenovani N dogodki) smo uvozili v 
Excel kjer smo jih pripravili za obdelavo v Matlabu. Izvoženi podatki enega poizkusa so 
prikazani v tabeli 9, pri čemer so vsi dogodki vsota N in PI dogodkov. 
  
Slika 20: Prikaz meritev pretočne citometrije kjer vsaka točka predstavlja dogodek. Na x-osi je prikazana vrednost amplitude 
signala FSC, na y-osi pa vrednost amplitude signala SSC. FSC nam predstavlja informacijo o velikosti celice, SSC pa je 
odvisen od granulacije celične membrane. Leva slika prikazuje meritve vzorca neelektroporiranih celic, desna pa vzorec, ki 
je bil elektroporiran pri 450 V (300 V/mm). Ob elektroporaciji se manjšajo vrednosti FSC ter večajo vrednosti SSC. To si 
lahko razlagamo kot manjšanje celic zaradi večje nagubanosti membrane. 
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Tabela 9: Meritve amplitude signala fluorescence pretočne citometrije pri dodajanju PI pred elektroporacijo in dodajanje PI 
5 minut po elektroporaciji. N dogodki (BL3-NN) predstavljajo celice v katere PI ni vstopil, PI dogodki (BL3-PIPI) pa celice v 
katerih se nahaja PI. Vsi dogodki so vsota N in PI dogodkov.Podatki izraženi v procentih so zaokroženi na celoštevilsko 
vrednost. 
Eksperiment Napetost [V] Vsi dogodki N dogodki PI dogodki N dogodki [%] PI dogodki [%] 
PI 0 9785 9507 278 97 3 
 180 9820 9471 349 96 4 
 270 9937 8034 1903 81 19 
 360 9980 1774 8206 18 82 
 450 9988 316 9672 3 97 
PI po 5min 0 9785 9507 278 97 3 
 180 9804 9382 422 96 4 
 270 9900 6487 3413 66 34 
 360 9973 972 9001 10 90 
 450 9994 277 9717 3 97 
 
Podatke vseh poizkusov statistično obdelamo v okolju Matlab, kjer izračunamo povprečne 
vrednosti vseh poizkusov, ki pripadajo enemu eksperimentu (NN, KN, NK, KK), standardne 
deviacije v izmerjenih točkah in podatkom prilagodimo krivuljo 5.5.1: 
 
                                                                𝑓(𝑥) =
100
1 + 𝑒−
𝑥−𝑥0
𝑏
    .                                                     (5.5.1) 
 
Parameter 𝑥0 prilagojene krivulje predstavlja napetost elektroporacije, pri kateri v 50% celic 
PI uspešno vstopi, parameter 𝑏 pa vpliva na naklon krivulje. 
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6 Rezultati in razprava 
6.1 Preživetje celic v mediju z znižanim pH 
V tabeli 10 so zapisani rezultati štirih poizkusov preživetja celic v medijih z znižanimi pH. 
Tabela 10: Meritve testa celične viabilnosti po 24 urah v DMEM z različnimi pH. DMEM predstavlja meritve absorbance v 
običajnem DMEM brez celic, služi kot kontrolna skupina absorbcije ozadja, 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa je povprečje teh vrednosti. Meritve 
pripadajo štirim poizkusom. 
DMEM 𝐃𝐌𝐄𝐌̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 8,1 7,45 6,87 6,47 5,95 5,33 
0,31917 
 
2,4347 2,055 2,1216 1,9408 1,7536 0,35223 
0,32426 0,312613 2,5613 2,0991 2,1045 1,9518 1,6948 0,35062 
0,29441 
 
2,5702 2,1173 2,1313 2,0003 1,7314 0,3373 
0,31187 
 
2,471 2,2399 2,1003 2,0579 1,7232 0,74234 
0,30724 0,3163 2,2161 2,1806 2,0898 2,0032 1,8148 0,5783 
0,32979 
 
2,2035 2,2549 2,1292 2,0279 1,7903 0,58841 
0,27446 
 
2,5009 2,5745 2,2545 2,0747 2,0111 1,2178 
0,27899 0,275043 2,5935 2,474 2,281 2,1923 1,9225 1,1996 
0,27168 
 
2,5371 2,4927 2,0821 2,1629 1,9213 1,2422 
0,27533 
 
2,474 2,3612 2,319 2,285 2,0266 1,1759 
0,29392 0,293137 2,5261 2,3309 2,2656 2,28 1,9191 1,1903 
0,31016 
 
2,4874 2,3422 2,2056 2,196 1,9667 1,2051 
 
Delež preživelih celic v medijih z znižanim pH je v tabeli 11 podan v procentih. Z nižanjem 
pH delež preživelih celic pada, največja odstopanja opazimo pri pH 5,33. 
 
Tabela 11: Povprečna vrednost deleža preživelih celic po 24 urah v DMEM z različnim pH, izraženo v procentih. 
8,1 7,45 6,87 6,47 5,95 5,33 
100 80 82 75 64 2 
100 96 90 87 74 16 
100 99 85 82 74 42 
100 93 90 89 76 41 
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V tabeli 12 je zapisana povprečna vrednost vseh poizkusov skupaj s standardno deviacijo. 
Vrednosti so izražene v procentih. 
 
Tabela 12: Povprečna vrednost in standardna deviacija vseh meritev preživetja celic v mediju z z nižanim pH, izražena v 
procentih. 
 8,1 7,45 6,87 6,47 5,95 5,33 
Povprečna vrednost [%] 100 92±8 87±4 83±6 72±5 25±20 
 
Upadanje deleža preživelih celic je še bolj očitno v grafični obliki, kar je razvidno iz slike 21. 
 
 
Slika 21: Grafični prikaz deleža preživelih celic po 24 urah v DMEM z različnimi pH. Rdeče točke predstavljajo povprečne 
vrednosti meritev skupaj s standardno deviacijo. 
 
Upad preživetja celic v gojišču z nižjim pH je očiten, saj je povprečna vrednost deleža 
preživetja pri pH 5,33 le 25% glede na kontrolno skupino celic v običajnem DMEM, vendar 
pa imamo v tej točki tudi največjo standardno deviacijo, ki znaša 20%. Predpostavljamo, da je 
odstopanje v tem območju največje zaradi razlik med samimi celicami, in na teh robnih 
pogojih pride do največjih razlik med preživetjem in smrtjo celic. Spodnja meja pH rakavega 
okolja je 6,5, naša najbližja meritev pa je bila izvedena pri pH 6,47, kjer je preživelo 83% 
celic, kar zadošča za njihovo preživetje in nadaljno deljenje. 
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6.2 Test preživetja celic po elektroporaciji in okrevanju v različnih medijih 
6.2.1 Elektroporacija in okrevanje v običajnem mediju (NN) 
V tabeli 13 so zapisani rezultati treh poizkusov, kjer smo elektroporacijo in okrevanje izvajali 
v običajnem DMEM. 
 
Tabela 13: Meritve testa preživetja celic 24 ur po elektroporaciji ter okrevanju v običajnem DMEM. Stolpec DMEM 
predstavlja kontrolno skupina absorbcije ozadja, 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa je povprečje teh vrednosti. 
DMEM 𝐃𝐌𝐄𝐌̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
0,32967 
 
2,9082 2,8752 1,1264 0,43452 0,44131 
0,3666 0,33893 2,8487 2,7801 1,1088 0,45486 0,46068 
0,32052 
 
2,8514 2,7901 1,19 0,50699 0,42494 
0,30811 
 
2,5814 2,3807 1,4997 0,37654 0,36493 
0,35921 0,347077 2,6025 2,3865 1,6404 0,39019 0,3608 
0,37391 
 
2,5372 2,3892 1,4216 0,38487 0,36688 
0,33068 
 
2,2717 2,2753 1,42 0,40798 0,3629 
0,32446 0,333237 2,3437 2,315 1,4343 0,40253 0,36831 
0,34457 
 
2,2609 2,1027 1,3768 0,38769 0,36828 
 
 
Ob predpostavki, da je preživetje celic v neelektroporiranem vzorcu 100%, izrazimo delež 
preživetja vsakega poizkusa v tabeli 14. 
 
Tabela 14: Delež preživelih celic izražen v procentih treh NN poizkusov. 
0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
100 98 32 5 4 
100 92 53 2 1 
100 97 55 3 2 
 
Končno povprečno vrednost deleža preživetja elektroporacije eksperimenta NN smo zapisali 
v tabeli 15. 
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Tabela 15: Povprečen delež ter standardna deviacija vseh NN poizkusov. 
 
0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 100 95±3 47±13 3±2 2±2 
 
Za lažjo vizualno primerjavo eksperimentov elektroporacije in okrevanja v različnih okoljih 
podatkom prilagodimo krivuljo 5.4.1, katere parametra sta zapisana v tabeli 16. 
 
Tabela 16: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.4.1 eksperimenta NN. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 266 V 
𝑏 28,34 V 
 
Parameter 𝑥0, ki predstavlja točko na x osi v kateri je preživetje 50%, je v primeru NN enak 
266 V in ima v primerjavi z ostalimi eksperimenti najnižjo vrednost. Parameter 𝑏, ki vpliva na 
strmino krivulje pa znaša 28,34 V. 
Grafični prikaz krivulje, povprečenih podatkov in standardne deviacije je razviden s slike 22. 
 
Slika 22: Grafični prikaz deleža preživelih celic v odvisnosti od napetosti na elektrodah 24 ur po elektroporaciji in okrevanju 
v običajnem DMEM. 
6.2.2 Elektroporacija v kislem mediju, okrevanje v običajnem mediju (KN) 
V tabeli 17 so zapisani rezultati dveh poizkusov, kjer smo elektroporacijo izvedli v kislem 
DMEM, okrevanje pa v običajnem DMEM. 
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Tabela 17: Meritve testa preživetja celic 24 ur po elektroporaciji v kislem DMEM ter okrevanju v običajnem DMEM. Stolpec 
DMEM predstavlja kontrolno skupina absorbcije ozadja, 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa je povprečje teh vrednosti. 
DMEM 𝐃𝐌𝐄𝐌̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
0,3344 
 
2,7743 2,6551 0,88226 0,49862 0,48616 
0,2824 0,302467 2,7355 2,7913 0,76694 0,48071 0,4664 
0,2906 
 
2,6399 2,5903 0,78037 0,50461 0,46498 
0,33734 
 
2,5462 2,3752 2,1665 0,74104 0,33476 
0,32679 0,33531 2,6241 2,4364 2,1159 0,81539 0,33907 
0,3418 
 
2,6301 2,3544 1,8993 0,86622 0,36244 
 
Ob predpostavki, da je preživetje celic v neelektroporiranem vzorcu 100%, izrazimo delež 
preživetja vsakega poizkusa v tabeli 18. 
Tabela 18: Delež preživelih celic izražen v procentih dveh KN poizkusov. 
0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
100 98 21 8 7 
100 91 76 21 1 
 
Tabela 19 nam prikazuje povprečno vrednost vseh vzorcev ter standardno deviacijo v 
izmerjenih točkah. 
Tabela 19: Povprečen delež ter standardna deviacija preživelih celic vseh KN poizkusov. 
 
0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 100±0 94±6 49±39 14±9 4±5 
 
Za lažjo vizualno primerjavo eksperimentov elektroporacije in okrevanja v različnih okoljih 
podatkom prilagodimo krivuljo 5.4.1, katere parametra sta zapisana v tabeli 20. Parameter 𝑥0 
je sicer večji pri eksperimentu KN (272,7 V) kot pa pri NN (266 V), vendar pa je standardna 
deviacija pri elektroporaciji z 270 V izredno velika (39%). Za uporabne rezultate tega 
eksperimenta bi bilo potrebno izvesti več poizkusov.  
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Tabela 20: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.4.1 eksperimenta KN. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 272,7 V 
𝑏 41,91 V 
 
Prilagojena krivulja, povprečeni podatki in standardne deviacije so grafično prikazani na sliki 
23. 
 
 
Slika 23: Grafični prikaz deleža preživelih celic v odvisnosti od napetosti na elektrodah 24 ur po elektroporaciji v kislem 
DMEM in okrevanju v običajnem DMEM. 
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6.2.3 Elektroporacija v običajnem mediju, okrevanje v kislem mediju (NK) 
V tabeli 17 so zapisani rezultati štirih poizkusov, kjer smo elektroporacijo izvedli v običajnem 
DMEM, okrevanje pa v kislem DMEM. 
Tabela 21: Meritve testa preživetja celic 24 ur po elektroporaciji v običajnem DMEM ter okrevanju v kislem DMEM. Stolpec 
DMEM predstavlja kontrolno skupina absorbcije ozadja, 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa je povprečje teh vrednosti. 
DMEM 𝐃𝐌𝐄𝐌̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
0,2968 
 
2,25700 2,05110 1,28620 0,54386 0,43657 
0,27136 0,28561 2,10580 2,09160 1,21510 0,61914 0,54256 
0,28867 
 
2,18280 2,06800 1,07810 0,65010 0,45287 
0,27958 
 
2,16730 2,09980 1,11970 0,58294 0,45136 
0,29202 0,286387 2,17820 2,08420 0,92964 0,63882 0,53491 
0,28756 
 
2,13940 2,08980 1,31650 0,65750 0,44183 
0,28418 
 
2,29190 2,31060 1,32240 0,46620 0,45343 
0,27324 0,27885 2,20980 2,20470 1,40420 0,53217 0,45696 
0,27913 
 
2,16180 2,18020 1,39310 0,44897 0,45818 
0,27469 
 
2,14600 2,09340 1,07630 0,43181 0,41609 
0,29083 0,28405 2,19890 2,08970 1,19000 0,43877 0,41787 
0,28664 
 
2,14320 2,09340 1,21390 0,47062 0,44548 
 
Ob predpostavki, da je preživetje celic v neelektroporiranem vzorcu 100%, izrazimo delež 
preživetja vsakega poizkusa v tabeli 22. 
Tabela 22: Delež preživelih celic izražen v procentih štirih NK poizkusov. 
0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
100 94 48 17 10 
100 96 46 18 10 
100 100 56 11 9 
100 96 47 9 8 
 
Tabela 23 nam prikazuje povprečno vrednost vseh vzorcev ter standardno deviacijo v 
izmerjenih točkah. 
Tabela 23: Povprečen delež ter standardna deviacija preživelih celic vseh NK poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 100 97±3 49±5 14±5 9±1 
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Za lažjo vizualno primerjavo eksperimentov elektroporacije in okrevanja v različnih okoljih 
podatkom prilagodimo krivuljo 5.4.1, ki je prikazana na sliki 24, njuna parametra pa sta 
zapisana v tabeli 24. Parameter 𝑥0 pri NK (273,7 V) je precej blizu parametru 𝑥0 pri KN 
(272,7 V), z razliko da je največja standardna deviacija pri NK 5%, pri KN pa doseže 39%. 
Tabela 24: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.4.1 eksperimenta NK. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 273,7 V 
𝑏 40,53 V 
 
 
 
Slika 24: Grafični prikaz deleža preživelih celic v odvisnosti od napetosti na elektrodah 24 ur po elektroporaciji v običajnem 
DMEM in okrevanju v kislem DMEM. 
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6.2.4 Elektroporacija v kislem mediju, okrevanje v kislem mediju (KK) 
V tabeli 25 so zapisani rezultati treh poizkusov, kjer smo elektroporacijo in okrevanje izvajali 
v kislem DMEM. 
Tabela 25: Meritve testa preživetja celic 24 ur po elektroporaciji ter okrevanju v kislem DMEM. Stolpec DMEM predstavlja 
kontrolno skupina absorbcije ozadja, 𝐷𝑀𝐸𝑀̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pa je povprečje teh vrednosti. 
DMEM 𝐃𝐌𝐄𝐌̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
0,33734 
 
2,5621 2,389 2,3488 1,4225 0,39728 
0,32679 0,33531 2,4778 2,4025 2,3696 1,3802 0,39596 
0,3418 
 
2,4317 2,4161 2,3464 1,3692 0,41066 
0,33734 
 
2,4158 2,2349 2,2821 1,465 0,39466 
0,32679 0,33531 2,3689 2,3109 2,3031 1,5326 0,38979 
0,3418 
 
2,3637 2,3787 2,2947 1,4995 0,35832 
0,31566 
 
2,2739 2,3127 2,2539 1,7081 0,36032 
0,27681 0,298567 2,1827 2,2624 2,2558 1,6659 0,36718 
0,30323 
 
2,0733 2,2926 2,2105 1,6462 0,37831 
 
Ob predpostavki, da je preživetje celic v neelektroporiranem vzorcu 100%, izrazimo delež 
preživetja vsakega poizkusa v tabeli 26. 
Tabela 26: Delež preživelih celic izražen v procentih treh KK poizkusov. 
0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
100 96 94 49 3 
100 96 96 57 2 
100 105 103 73 4 
 
Tabela 27 nam prikazuje povprečno vrednost vseh vzorcev ter standardno deviacijo v 
izmerjenih točkah. 
Tabela 27: Povprečen delež ter standardna deviacija preživelih celic vseh NK poizkusov. 
 
0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 100 99±6 98±5 60±12 3±1 
 
Za lažjo vizualno primerjavo eksperimentov elektroporacije in okrevanja v različnih okoljih 
podatkom prilagodimo krivuljo 5.4.1, ki je prikazana na sliki 24, njuna parametra pa sta 
zapisana v tabeli 28. Parameter 𝑥0 je pri KK eksperimentu največji (369,3 V). 
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Tabela 28: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.4.1 eksperimenta KK. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 369,3 V 
𝑏 24,13 V 
 
 
Slika 25: Grafični prikaz deleža preživelih celic v odvisnosti od napetosti na elektrodah 24 ur po elektroporaciji in okrevanju 
v kislem DMEM. 
6.2.5 Primerjava rezultatov 
Na sliki 26 je prikazano preživetje celic v odvisnosti od napetosti na elektrodah med 
aplikacijo električnih pulzov pri vseh štirih kombinacijah običajnega in kislega medija. 
Prikazane so krivulje, ki smo jih prilagodili podatkom, povprečene vrednosti preživetja in 
pripadajoče standardne deviacije. Največje standardne deviacije se pojavljajo pri izmerjenih 
točkah v bližini vrednosti parametra 𝑥0. Opazna je očitna razlika med NN in KK. 
Pri tvorjenju por v celice vdrejo kalcijevi ioni, ki so prisotni v gojišču. Ob dovolj veliki 
koncentraciji kalcijevih ionov v celici pride do celične smrti. Zaradi tega nas zanima območje 
reverzibilne elektroporacije, saj pri ireverzibilni elektroporaciji celice odmrejo v vsakem 
primeru. 
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Celice ki so elektroporirane in okrevajo v kislem DMEM preživijo elektroporacijo višjih 
napetosti, kar bi pomenilo, da se v kislem mediju pri isti napetosti tvori manj por kot pri 
elektroporaciji v običajnem mediju ali pa se pore v kislem mediju hitreje zaprejo. Razlika med 
NK in KN je praktično neopazna. Zaradi velikega odstopanja v rezultatih posameznih 
poizkusov s katerimi smo določili delež preživetja celic pri 270 V ob elektroporaciji v kislem 
mediju in okrevanju v običajnem mediju (KN), pa vseeno ne moremo trditi, da se krivulji 
ujemata. Podoben pomislek velja tudi ob primerjavi parametrov 𝑥0 (slika 27), ki se v primerih 
NK in KN razlikujeta le za 1 V. 
 
Slika 26:Prikaz deleža preživelih celic v odvisnosti od napetosti na elektrodah s prilagojenimi krivuljami. Prikazane so 
povprečne vrednosti vseh eksperimentov izvedenih pri posamezni kombinaciji medijev za elektroporacijo in okrevanje. Prva 
črka oznak predstavlja medij v katerem smo elektroporirali, druga pa medij za okrevanje. N predstavlja običajen medij, K pa 
kisel medij. 
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Slika 27: Prikaz parametrov 𝑥0 in 𝑏 prilagojenih krivulj za vse štiri vrste kombinacij medijev za elektroporacijo (prva črka) 
in okrevanje (druga črka), pri čemer je N običajen medij, K pa kisel medij. Parameter 𝑥0 opisuje napetost elektroporacije pri 
kateri preživi 50% celic, parameter 𝑏 pa določa strmino krivulje.  
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6.3 Vpliv pH medija na okrevanje celic 
6.3.1 Elektroporacija v običajnem mediju, okrevanje v običajnem mediju (NN) 
V tabeli 29 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije dveh poizkusov NN, kjer 
je bil PI prisoten med elektroporacijo, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 29: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katerih je bil prisoten PI. PI je bil v celični suspenziji prisoten že 
med elektroporaciji. Izračunali smo ju iz dveh NN poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 2±1 6±2 17±3 81±1 97±1 
 
Tabela 30 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 316,5 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, če je PI 
prisoten že ob elektroporaciji. 
Tabela 30: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta NN, ko je PI prisoten ob elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 316,5 V 
𝑏 30,3 V 
 
V tabeli 31 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije dveh poizkusov NN, kjer 
smo PI dodali 5 minut po elektroporaciji, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 31: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katere je bil prisoten PI. PI smo v celično suspenzijo dodali 5 
minut po elektroporaciji. Izračunali smo ju iz dveh NN poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 2±1 6±2 49±21 86±6 96±2 
 
Tabela 32 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 275,5 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, v primeru ko 
PI dodamo 5 minut po elektroporaciji. 
Tabela 32: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta NN, ko je bil PI dodan 5 minut po elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 275,5 V 
𝑏 41,69 V 
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6.3.2 Elektroporacija v kislem mediju, okrevanje v običajnem mediju (KN) 
V tabeli 33 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije dveh poizkusov KN, kjer 
je bil PI prisoten med elektroporacijo, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 33: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katerih je bil prisoten PI. PI je bil v celični suspenziji prisoten že 
med elektroporaciji. Izračunali smo ju iz dveh KN poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 2±1 6±2 56±47 81±23 98±1 
 
Tabela 34 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 269,4 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, če je PI 
prisoten že ob elektroporaciji. 
Tabela 34: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta KN, ko je PI prisoten ob elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 269,4 V 
𝑏 47,21 V 
 
 
V tabeli 35 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije dveh poizkusov NN, kjer 
smo PI dodali 5 minut po elektroporaciji, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 35: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katere je bil prisoten PI. PI smo v celično suspenzijo dodali 5 
minut po elektroporaciji. Izračunali smo ju iz dveh KN poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 2±1 6±2 42±38 82±21 90±10 
 
Tabela 36 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 289,5 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, v primeru ko 
PI dodamo 5 minut po elektroporaciji. 
Tabela 36: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta NN, ko je bil PI dodan 5 minut po elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 289,5 V 
𝑏 49,08 V 
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6.3.3 Elektroporacija v običajnem mediju, okrevanje v kislem mediju (NK) 
V tabeli 37 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije treh poizkusov NK, kjer 
je bil PI prisoten med elektroporacijo, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 37: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katerih je bil prisoten PI. PI je bil v celični suspenziji prisoten že 
med elektroporaciji. Izračunali smo ju iz treh NK poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 4±2 9±7 48±31 68±29 85±15 
 
Tabela 38 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 298,2 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, če je PI 
prisoten že ob elektroporaciji. 
Tabela 38: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta NK, ko je PI prisoten ob elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 298,2 V 
𝑏 75,52 V 
 
 
V tabeli 39 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije treh poizkusov NK, kjer 
smo PI dodali 5 minut po elektroporaciji, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 39: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katere je bil prisoten PI. PI smo v celično suspenzijo dodali 5 
minut po elektroporaciji. Izračunali smo ju iz treh NK poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 4±2 4±1 15±4 62±20 86±17 
 
Tabela 40 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 343 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, v primeru ko PI 
dodamo 5 minut po elektroporaciji. 
Tabela 40: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta NK, ko je bil PI dodan 5 minut po elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 343 V 
𝑏 47,78 V 
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6.3.4 Elektroporacija v kislem mediju, okrevanje v kislem mediju (KK) 
V tabeli 41 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije treh poizkusov KK, kjer 
je bil PI prisoten med elektroporacijo, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 41: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katerih je bil prisoten PI. PI je bil v celični suspenziji prisoten že 
med elektroporaciji. Izračunali smo ju iz treh KK poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 2±1 3±2 31±33 64±28 64±31 
 
Tabela 42 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 351 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, če je PI prisoten 
že ob elektroporaciji. 
Tabela 42: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta KK, ko je PI prisoten ob elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 351 V 
𝑏 91,01 V 
 
V tabeli 43 so zapisane povprečne vrednosti ter standardne deviacije treh poizkusov KK, kjer 
smo PI dodali 5 minut po elektroporaciji, podatki so izraženi v procentih.  
Tabela 43: Povprečen delež ter standardna deviacija celic v katere je bil prisoten PI. PI smo v celično suspenzijo dodali 5 
minut po elektroporaciji. Izračunali smo ju iz treh KK poizkusov. 
 0 V 180 V 270 V 360 V 450 V 
Povprečna vrednost [%] 2±1 3±1 12±4 60±33 74±34 
 
Tabela 44 prikazuje parametra, ki opisujeta prilagojeno krivuljo deleža celic, v katere je PI 
vstopil. Pri elektroporaciji z napetostjo 357,8 V naj bi 50% celic vsebovalo PI, v primeru ko 
PI dodamo 5 minut po elektroporaciji. 
Tabela 44: Vrednosti parametrov prilagojene krivulje 5.5.1 eksperimenta KK, ko je bil PI dodan 5 minut po elektroporaciji. 
Parameter Vrednost 
𝑥0 357,8 V 
𝑏 60,04 V 
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6.3.5 Primerjava eksperimentov 
Na sliki 28 smo povzeli rezultate vseh poizkusov; vseh štirih kombinacij medija za 
elektroporacijo in medija za okrevanje ob podatku PI pred oziroma 5 minut po elektroporaciji. 
Pri eksperimentu NN se izkaže, da v celice vstopi več PI že pri nižjih napetostih 
elektroporacije, če PI dodamo 5 minut po elektroporaciji. S slike 29 lahko razberemo, da ob 
elektroporaciji in okrevanju v kislem mediju, ne glede na to kdaj dodamo PI potrebujemo 
višje napetosti, da v 50% celic PI vstopi. Pričakovali bi, da bo v primeru NN parameter 𝑥0 
najmanjši, kar velja pri poizkusih ko smo PI dodali po 5 minutah, ne pa v primeru ko je bil PI 
prisoten že pri elektroporaciji. Prisotnost kislega medija dviguje potrebno jakost električnega 
polja za uspešen vnos PI, vendar pa zaradi velikih razlik pri meritvah iz dobljenih rezultatov 
ne moremo trditi, da kisel medij vpliva na hitrost okrevanja. 
 
Slika 28: Grafi prikazujejo delež celic v katere je bil PI uspešno vnešen v odvisnosti od napetosti na elektrodah. Rdeča 
krivulja prikazuje delež celic, ki vsebujejo PI, v primeru ko je bil PI prisoten med elektroporacijo, zelena krivulja pa delež 
celic, ki vsebujejo PI, v primeru ko smo PI dodali 5 minut po elektroporaciji. Prva črka oznak predstavlja medij v katerem 
smo elektroporirali, druga pa medij za okrevanje, pri čemer je N običajen medij, K pa kisel medij. 
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Slika 29: Parametri vseh prilagojenih krivulj, modre točke predstavljajo eksperimente kjer je bil PI prisoten med 
elektroporacijo, rdeče pa eksperimente kjer smo PI dodali 5 minut po elektroporaciji vzorca. Prva črka oznak predstavlja 
medij v katerem smo elektroporirali, druga pa medij za okrevanje, pri čemer je N običajen medij, K pa kisel medij. 
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7 Zaključek 
Celice, osnovne enote vsega živega, od zunanjega sveta ločuje celična membrana, katere 
osnovni gradniki so lipidne molekule. Poglavitna lastnost lipidnih molekul, ki omogoča 
tvorjenje celične membrane, je amfifilnost. Za lipidne molekule je energetsko bolj ugodno, če 
se molekule vode nahajajo v okolici hidrofilnih glav, zato se lipidne molekule razporedijo 
tako, da obrnejo hidrofobne repe ena proti drugi, kar vodi v nastanek micel ali pa lipidnega 
dvosloja, ki se zapre v mehurček. Lipidni dvosoj je tako glavni gradnik celičnih membran in 
onemogoča prosto prehajanje snovi iz zunanjosti celice v njeno notranjost. 
Z izpostavitvijo celice zunanjemu električnemu polja dosežemo lokalno prerazporeditev 
naboja med zunanjostjo in notranjostjo celične membrane. Ta razlika v potencialih, oziroma 
vsiljena membranska napetost, je poglavitna za nastanek por v celični membrani. Pore 
omogočijo prehajanje snovi iz ene strani celične membrane na drugo. Pojav izkoriščamo pri 
lokalnem vnašanju kemoterapevtikov v rakava tkiva; metodo pa imenujemo 
elektrokemoterapija. Za rakava obolenja je značilno, da zaradi pomankanja O2 celice izvajajo 
proces anaerobne glikolize, kar zaradi izločanja mlečne kisline iz celic vodi v znižan pH v 
njihovem mikrookolju. V diplomskem delu smo želeli preveriti kako medij z znižanim pH 
vpliva na elektroporacijo in okrevanje rakavih celic B16F1. Da bi na celice vplivalo čim manj 
spremenljivk, smo elektroporacijo in okrevanje izvajali v predpisanem mediju DMEM, pH pa 
smo znižali z dodatkom ocetne kisline. 
Najprej smo preverili delež preživelih celic po 24 urah v mediju z znižanim pH. Opazili smo, 
da se z nižanjem pH zmanjšuje delež preživetja. V gojišču s pH 5,33 je preživelo le še 25% 
celic glede na kontrolno skupino, kjer je pH nespremenjenega gojišča 8,1. Običajna spodnja 
meja pH v mikrookoljih rakavih obolenj je 6,5, najbližja meritev, ki smo jo izvedli, pa je bila 
pri pH 6,47, kjer je preživelo 83% celic, kar zadošča za uspešno razmnoževanje in rast 
rakavega obolenja. 
V nadaljnih eksperimentih smo uporabljali običajen medij ter kisel medij s pH 6,72. Zanimalo 
nas je, ali pH medija, v katerem so celice porirane, vpliva na tvorjenje in celjenje por, ki 
nastanejo zaradi elektroporacije. Vzorce smo elektroporirali v običajnem in kislem mediju pri 
napetostih 180 V (120 V/mm), 270 V (180 V/mm), 360 V (240 V/mm) in 450 V (300 V/mm) 
z osmimi pulzi dolžine 100 µs, ki so se ponavljali s frekvenco 1 Hz. Po elektroporaciji pa smo 
celicam pustili 10 minut, da so okrevale v običajnem ali kislem mediju. Pri elektroporaciji z 
napetostjo 180 V razlik v preživetju ni bilo, pri vseh kombinacijah medijev je bilo preživetje 
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večje od 94%. Razlike v preživetju so se začele pojavljati pri višjih napetostih. Rezultatom 
smo prilagodili sigmoidno krivuljo, katere parameter 𝑥0 pove pri kateri napetosti 
elektroporacije je preživetje 50%. Razlike med eksperimentom, kjer smo poracijo izvedli v 
običajnem okrevanje pa v kislem mediju (NK), ter eksperimentom, kjer smo poracijo izvedli v 
kislem, okrevanje pa v običajnem mediju (KN), praktično ni bilo. Pri eksperimentu KN, kjer 
sta bili izvedeni dve ponovitvi, je elektroporacijo z 270 V v prvem poizkusu preživelo le 21% 
populacije, pri drugem pa 76%. Zaradi velikega razhajanja teh dveh vrednosti se ne moremo 
zanašati na parameter 𝑥0, ker je le ta slabo določen. Največjo razliko smo opazili med 
eksperimentom, kjer smo elektroporacijo in okrevanje izvedli v običajnem mediju (NN), ter 
eksperimentom, kjer smo elektroporacijo in okrevanje izvedli v kislem mediju (KK). Pri NN 
je bila napetost polovičnega preživetja 266 V, pri KK pa 369 V.  
Ker so v mediju prisotni kalcijevi ioni, sklepamo, da njihov vdor skozi pore, sproži celično 
smrt [2]. Zato lahko sklepamo, da pri KK v primerjavi z NN, pri isti napetosti, nastane manj 
por oziroma se te hitreje zacelijo. Raziskave kažejo, da postane celična membrana v kislih 
okoljih nagubana, na njeni notranji strani pa se tvori povečano število veziklov. Teh tvorb 15 
minut po ponovni izpostavitvi običajnemu okolju ni več mogoče opaziti [20]. Nagubanost 
membrane bi lahko v našem primeru vplivala tako na potrebo po višji napetosti za tvorjenje 
por kot tudi na hitrost okrevanja. 
Vpliv kislega medija na regeneracijo nastalih por, smo poizkusili preveriti z vnosom 
propidijevega jodida v celice z elektroporacijo. Enako kot pri testu preživetja celic po 
elektroporaciji, smo elektroporacijo in okrevanje izvajali v vseh štirih kombinacijah običajnih 
in kislih medijev (NN, KN, NK, KK) ter z enakimi parametri. Vpliv medija na delež celic v 
katerega je PI uspešno vstopil, smo preizkusili tako, da smo PI dodali vzorcu že pred 
elektroporacijo ali pa 5 minut po elektroporaciji. Pri preizkusih, ko je bil PI prisoten že ob 
elektroporaciji, so celice 10 minut okrevale v izbranem mediju. Vzorci, katerim smo dodali PI 
5 minut po poraciji, pa so prav tako mirovali še 10 minut po dodatku PI. Nato smo delež celic 
z vnešenim PI določili s pretočno citometrijo. Na podlagi rezultatov navedenih v tabeli 29 in 
tabeli 31 vidimo, da v primeru NN v več celic PI preide že pri nižjih napetostih, če ga dodamo 
po 5 minutah, to pa je razvidno tudi iz slike 28. Če je bil PI prisoten že ob poraciji, je ob 
kombinaciji NN 50% celic vsebovalo PI ob poraciji z napetostjo 316,5 V, če smo dodali PI 5 
minut po poraciji, pa je znašala le 275,5 V. To bi pomenilo, da se v obdobju po poraciji, pri 
NN pogojih, pore ohranijo več kot 5 minut, oziroma je teh celo več ali pa so večje. Pri ostalih 
eksperimentih so rezultati posameznih meritev, ki so bile izvedene pod enakimi pogoji, med 
seboj precej odstopali. Kljub temu rezultati poizkusov nakazujejo, da prisotnost kislega 
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medija vpliva na napetost elektroporacije, pri kateri je PI prisoten v 50% celic. To je najbolj 
očitno pri kombinaciji medijev KK, kjer je napetost, pri kateri je PI prisoten v 50% celic, v 
primeru ob prisotnosti PI ob elektroporaciji 351 V, in 358 V, če PI dodamo 5 minut po 
poraciji, kar je razvidno tudi iz slike 29. Razlika med vrednostima je glede na velika 
odstopanja med meritvami premajhna, da bi lahko trdili, da medij vpliva na hitrost celjenja 
por, potrdimo pa lahko, da je za tvorjenje por v kislem mediju potrebna višja napetost kot pri 
običajnem mediju. 
 
Ker rakave celice v rakavih obolenjih ustvarijo okolje z nižjim pH kot je pH zdravega tkiva v 
okolici, je glede na dobljene rezultate smotrno upoštevati potrebo po višjem električnem polju 
za uspešnost elektroporacije. Na podlagi dobljenih rezultatov pa ne moremo trditi kako takšno 
okolje vpliva na okrevanje celic po elektroporaciji. 
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